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 I 
POVZETEK 
 
Izguba sluha je najpogostejša motnja senzoričnih sistemov, saj na svetu za njo trpi 
skoraj pol milijarde ljudi. Zanjo je značilna velika genetska raznolikost, odkritih je bilo 
namreč že več kot 6000 različnih vzročnih sprememb v nukleotidnem zaporedju v več kot 
110 genih. Izgubo sluha delimo na več skupin glede na različne kriterije. Ena izmed 
najpogostejših delitev je glede na anatomsko mesto okvare, in sicer poznamo konduktivno, 
senzorinevralno in mešano izgubo sluha. Senzorinevralna izguba sluha predstavlja 90 % 
vseh oblik in je praviloma posledica nepravilnosti in poškodb dlačnic Cortijevega organa. 
Nesindromska izguba sluha predstavlja 70 % vseh senzorinevralnih izgub sluha in se glede 
na način dedovanja deli na avtosomno recesivno, avtosomno dominatno, X-vezano in 
mitohondrijsko. Največji delež predstavlja avtosomno recesivna oblika, za katero so 
najpogosteje odgovorne spremembe v genih GJB2, GJB6, SLC26A4, OTOF, CDH23 in 
TMC1. V evropski in slovenski populaciji so najpogostejši vzrok predvsem genetske 
spremembe v genu GJB2, ki kodira koneksin 26, ki sestavlja presledkovne stike.  
Namen magistrske naloge je bil na podlagi podatkov, pridobljenih s sekvenciranjem 
po Sangerju in sekvenciranjem naslednje generacije, ovrednotiti in analizirati genetske 
spremembe, ki so prisotne pri bolnikih z izgubo sluha v slovenski populaciji. Z analizo 
varioma smo želeli preveriti možnost prisotnosti potencialno novih kandidatnih sprememb 
in genov v populaciji, ki bi lahko bili povezani z razvojem izgube sluha. 
V magistrsko nalogo so bile vključene 103 osebe z izgubo sluha in 167 oseb kot 
kontrolna skupina. Genetske spremembe v genu GJB2 so bile vzrok izgube sluha pri 23 
preiskovancih. Najpogostejša sprememba v omenjenem genu je bila NM_004004.6: 
c.35delG (NP_003995.2:p.Gly12Valfs), saj je predstavljala 64 % vseh opredeljenih 
sprememb v genu GJB2. S sekvenciranjem naslednje generacije smo uspešno opredelili 
genetski vzrok izgube sluha pri dodatnih 5 % preiskovancev. Določili smo majhno število 
sprememb v genu TMPRSS3, ki naj bi bile sicer drugi najpogostejši vzrok izgube sluha v 
slovenski populaciji. Z analizo varioma smo prepoznali kandidatne gene, ki bi morda lahko 
bili povezani z izgubo sluha, in sicer so to geni MIAT, GSTT1, TBL1Y, ACSL4, ACVR2B, 
ZMYND11 in NEUROD1. V genu ACSL4 smo pri enem preiskovancu določili spremembo, 
ki bi lahko bila vzrok njegove izgube sluha.  
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Ključne besede: izguba sluha, genetika, sekvenciranje po Sangerju, sekvenciranje naslednje 
generacije, analiza varioma  
 III 
ABSTRACT 
 
 Hearing loss is the most common sensory defect, affecting more than 500 million 
people worldwide. Genetically it is very heterogenous disease with more than 6000 variants 
in more than 110 genes. It is most often classified based on ear anatomy, where ear is divided 
into the outer and middle ear (conductive hearing loss) and into inner ear (sensorineural 
hearing loss). Sensorineural hearing loss is the most common type of hearing loss, 
accounting for more than 90 % of all hearing loss cases and is caused by damaged hair or 
nerve cells in the cochlea. It can be further divided into 4 types based on the inheritance 
mode: autosomal recessive, autosomal dominant, X-linked and mitochondrial. Autosomal 
recessive sensorineural hearing loss is mostly the consequence of mutations in genes 
SLC26A4, OTOF, CDH23, TMC, GJB6 or GJB2, the latter being the main cause of hearing 
loss in European and Slovenian population.  
 The aim of this study was to find and evaluate causal genetic variants in people with 
hearing loss using Sanger sequencing and next generation sequencing. Furthermore, with 
the hearing loss variome analysis we wanted to identify novel disease causing variants or 
genes that are potentially involved in development of hearing loss.  
 We enrolled 103 people with hearing loss and 167 individuals without hearing loss, 
representing our control group. Disease causing variants in GJB2 were the cause of hearing 
loss in 23 patients and the most common variant was NM_004004.6:c.35delG 
(NP_003995.2:p.Gly12Valfs) present in 64 % of all GJB2 mutated alleles. With the next 
generation sequencing hearing loss was genetically resolved in additional 5 % of the 
individuals. We identified a very small number of disease causing variants in TMPRSS3 
gene, although it was previously reported that variants in this gene are the second most 
common cause of hearing loss in Slovenian population. With the hearing loss variome 
analysis we recognized few new candidate genes that could be related to the etiology of 
hearing loss, namely MIAT, GSTT1, TBL1Y, ACSL4, ACVR2B, ZMYND11 and NEUROD1. 
In addition, in one subject we identified a ACSL4 gene variant which could potentially be 
the cause of hearing loss.  
 
Keywords: hearing loss, genetics, Sanger sequencing, next generation sequencing, variome 
analysis 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
ºC – stopinje Celzija 
c – koncentracija 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
CNV – različica v številu kopij (angl. copy number variant) 
dNTP – deoksinukleotid trifosfat 
DVD – zbirka podatkov Deafness Variation Database 
frekv. – frekvenca 
g – gravitacijska sila 
gDNA – genomska deoksiribonukleinska kislina 
gen. sprem. – genetske spremembe 
heteroz. – heterozigot 
homoz. – homozigot 
IGV – program Integrative Genomics Viewer 
kbp – kilo baznih parov 
knj. – knjižnica 
M – molarna koncentracija 
m – mili 
min – minuta 
NGS –-sekvenciranje naslednje generacije 
PCR –-verižna reakcija s polimerazo 
PSA – prostatični specifični antigen 
rpm – vrtljaji na minto 
µ – mikro  
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1 UVOD 
 
Sluh je izredno pomemben za posameznika in njegovo socialno življenje, normalno 
delovanje v šoli, službi in pri drugih aktivnostih (1). Izguba sluha v prvih letih življenja 
pomembno vpliva na otrokov govor in njegov kognitivni razvoj (2). Je najpogostejša motnja 
senzoričnih sistemov, saj na svetu za njo trpi skoraj pol milijarde ljudi (3). Incidenca izgube 
sluha v pediatrični populaciji je od 1 do 2 na 1000 novorojenčkov in od 2 do 3 na 1000 otrok 
(4,5).  
Za izgubo sluha je značilna velika genetska raznolikost, odkritih je namreč že več 
kot 6000 različnih vzročnih sprememb v DNA zaporedju, ki se nahajajo v več kot 110 genih, 
ki kodirajo proteine, ki so pomembni za zgradbo oz. delovanje ušesnih struktur (6). Genetsko 
testiranje ima pomembno vlogo v diagnostiki izgube sluha, poleg tega pa nam omogoča tudi 
temeljno razumevanje procesa nastanka in razvoja izgube sluha (7). 
 
1.1 SLUH IN ČUTILO ZA SLUH 
 
Sluh je zmožnost zaznavanja zvoka, pri čemer pride do pretvorbe zvočnih valov v 
električni signal, ki se nato prenese po nevronih do slušnega področja v možganih. Čutilo za 
sluh leži v ušesu, ki ga delimo na tri dele; na zunanje, srednje in notranje uho (Slika 1) (8).  
 
Slika 1: Zgradba ušesa (prirejeno po (8)). 
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Zunanje uho je sestavljeno iz uhlja in zunanjega sluhovoda, ki je napolnjen z zrakom. Enako 
je z zrakom napolnjeno srednje uho, ki ga sestavljajo bobnič in slušne koščice kladivce, 
nakovalce in stremence (9). Notranje uho je sestavljeno iz koščenega in membranskega 
labirinta ter napolnjen s tekočino (endolimfa in perilimfa). Membranski labirint delimo na 
ravnotežni in polžev labirint. Polž je spiralna struktura iz vestibularne, timpanične in srednje 
cevi, ki ji pravimo tudi polžev vod (10). 
 
                       Slika 2: Zgradba Cortijevega organa (prirejeno po (8)). 
 
V polževem vodu se na bazilarni membrani nahaja Cortijev organ, ki je čutilo sluha in je 
sestavljeno iz receptorskih celic (notranje in zunanje dlačnice) in opornih celic (Slika 2). 
Notranje dlačnice so urejene v enojno kolono in jih je po številu manj kot zunanjih dlačnic, 
ki so urejene v več vzporednih kolon (11). Dlačnice imajo na svoji površini izrastke 
stereocilije, ki se dotikajo tektorijalne membrane, zato so v stiku z bazilarno in tektorijalno 
membrano. Stereociliji so različno visoki in med seboj povezani. Iz Cortijevega organa vodi 
slušni živec do centra za zaznavo sluha v možganski skorji (12). 
 
 
1.1.1 MEHANIZEM ZAZNAVE ZVOKA 
 
Za uspešno pretvorbo zvočnega signala v živčni dražljaj je potrebno zunanje, srednje in 
notranje uho. Zvočni signali so valovi zgoščin in razredčin zraka, ki vstopajo v zunanje uho 
in potujejo po sluhovodu do bobniča, ki se zaradi nihanja zraka zatrese. Nihanje bobniča se 
prenese na kladivce, ta prenese nihanje na nakovalce, slednji pa na stremence (8,13). 
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Stremence skozi ovalno okence povzroči nihanje perilimfe in endolimfe notranjega ušesa, 
kar privede do nihanja dlačnic Cortijevega organa in s tem ukrivljanja stereocilijev, ki 
pritiskajo ob tektorijalno membrano. Ukrivitev med seboj povezanih stereocilijev privede 
do spremembe prevodnosti dlačnic za kalijeve ione (12,14). Odvisno od smeri ukrivitve 
lahko namreč pride do zmanjšanja prepustnosti membrane stereocilijev in s tem 
hiperpolarizacije ali do povečanja prepustnosti za kalijeve ione in s tem depolarizacije. Pri 
slednji pride do ukrivitve med seboj povezanih različno dolgih stereocilijev v smeri daljših, 
kar privede do mehanske napetosti in posledično odprtja kanalčkov, prepustnih za kalij 
(Slika 3) (10,15). V notranjost 
dlačnic vdrejo kalijevi ioni, kar 
povzroči odprtje napetostno 
odvisnih kalcijevih kanalčkov. 
Kalcij tako vdre v dlačnico in 
povzroči sproščanje kemičnega 
prenašalca glutamata (8,14). Ta 
deluje kot ekscitatorni živčni 
prenašalec in sproži akcijski 
potencial v živčnih celicah polža. 
Signal se nato prenese preko 
slušnega živca do centralnega 
živčnega sistema, natančneje do 
senčnega režnja možganske 
skorje, kjer je  center za zaznavo 
sluha (8,16).  
 
 
1.2 IZGUBA SLUHA 
 
Izgubo sluha delimo na več skupin glede na različne kriterije. Lahko je prirojena ali 
pridobljena, odvisno od časovnega nastanka okvare sluha. Najpogostejši vzrok prirojene 
okvare v razvitih državah je genetski (80 %), 20 % primerov izgube sluha pa je posledica  
okoljskih dejavnikov, kot je npr. infekcija s citomegalovirusom (6,17). Genetski vzroki 
prirojene izgube sluha so lahko sindromski, če se izguba sluha pojavi skupaj z drugimi 
Slika 3: Ukrivitev stereocilijev in odprtje kanalčkov 
za kalij (prirejeno po (14)).  
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kliničnimi značilnostmi, npr. Alportov sindrom, ali nesindromski, kadar se izguba sluha 
pojavlja samostojno. Nesindromska izguba sluha je mnogo pogostejša kot sindromska, saj 
predstavlja 80 % delež vseh genetskih prirojenih izgub sluha (6). Izgubo sluha glede na čas 
osvojitve govora delimo v dve skupini, in sicer na prelingualno gluhost, ki je lahko prirojena 
ali pa se je pojavila še pred razvojem govora, in postlingualno gluhost, ki nastopi po osvojitvi 
govora (17). Najpogostejši sta delitvi glede na stopnjo izgube sluha (Preglednica I) in glede 
na anatomsko mesto okvare. Pri slednji okvaro sluha delimo v periferno in centralno izgubo 
sluha. Med periferno izgubo sluha spadajo prevodna, senzorinevralna in mešana izguba 
sluha. Prevodna in mešana izguba sluha sta redki obliki. Pri prevodni izgubi sluha, ki je 
praviloma zmerna, pride do nepravilnosti v zunanjem ušesu in/ali koščicah srednjega ušesa. 
Pogost razlog za prevodno izgubo sluha pri otrocih je vnetje srednjega ušesa (6,18). Pri 
senzorinevralni izgubi sluha se lahko nepravilnosti pojavljajo v notranjem ušesu ali živčnih 
vlaknih, pri mešani izgubi sluha pa se sočasno pojavljajo nepravilnosti v več delih ušesa (6). 
 
Preglednica I: Razdelitev glede na stopnjo izgube sluha (prirejeno po (19)). 
Izguba sluha Prag zaznave (dB) 
Blaga 26 – 40 
Zmerna 41 – 60 
Zmerno težka 61 – 80  
Globoka 81 – ... 
 
1.2.1 SENZORINEVRALNA IZGUBA SLUHA 
 
Senzorinevralna izguba sluha je najpogostejša oblika izgube sluha, in sicer predstavlja kar 
90 % vseh oblik (20). V večini primerov so za izgubo sluha odgovorne nepravilnosti in 
poškodbe dlačnic v Cortijevem organu, kar lahko privede tudi do nepravilnosti v delovanju 
slušnega živca zaradi pomankanja nevrotrofičnih dejavnikov, ki jih dlačnice proizvajajo. 
Dlačnice zaznavajo različne frekvence zvoka, odvisno od njihove lokalizacije v Cortijevem 
organu, zaradi česar je senzorinevralna izguba sluha lahko frekvenčno specifična. Poškodba 
dlačnic v temelju Cortijevega organa npr. povzroči izgubo sluha v visokih frekvencah, 
medtem ko poškodba dlačnic na konici Cortijevega organa povzroči izgubo sluha v spektru 
nizkih frekvenc (1). Poškodba dlačnic je v večini primerov trajna, saj te niso zmožne 
obnavljanja, zaradi česar je tudi popolna povrnitev sluha nemogoča. Senzorinevralna izguba 
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sluha je lahko posledica okoljskih dejavnikov ali genetskih motenj, v določenih primerih pa 
ne moremo določiti vzroka izgube sluha (18). Vzroki, predvsem okoljski, se razlikujejo med 
otroško in odraslo populacijo. Najpogostejši okoljski dejavnik med otroki v razvitem svetu 
je okužba s citomegalovirusom, v nerazvitem svetu pa skupina okužb s kratico TORCH 
(toksoplazma, rdečke, citomegalovirus in herpes). V odrasli populaciji je izguba sluha 
pogosteje posledica staranja in prekomerne izpostavljenosti hrupu (6). Senzorinevralna 
izguba sluha zaradi genetskih vzrokov je najpogostejša in jo lahko razdelimo na sindromsko 
in nesindromsko. Nesindromska senzorinevralna izguba sluha predstavlja 70 % vseh 
senzorinevralnih izgub sluha in se nadalje deli na avtosomno recesivno (75 do 80 %), 
avtosomno dominantno (20 %), X-vezano (<2 %) in mitohondrijsko senzorinevralno izgubo 
sluha (<1 %) (18). Poleg razlik v dedovanju nesindromskih senzorinevralnih izgub sluha je 
razlika med njimi tudi v številu znanih genov, v katerih so prisotne najpogostejše genetske 
spremembe, in v fenotipu bolezni. Za avtosomno recesivno obliko je značilno, da se pojavi 
še pred osvojitvijo govora in je po navadi od zmerno težka do globoka v celotnem spektru 
frekvenc. Do sedaj je bilo odkritih več kot 70 različnih genov, v katerih se pojavljajo 
genetske spremembe, med njimi pa je najpomembnejši gen GJB2 (21). Avtosomno 
dominantna oblika senzorinevralne izgube sluha za razliko od avtosomno recesivne navadno 
nastopi po osvojitvi govora, je napredujoča in pogosteje blažja (22). Do sedaj je znanih okrog 
40 vzročnih genov. X-vezana in mitohondrijska senzorinevralna izguba sluha sta zelo redki 
obliki in predstavljata manj kot 3 % vseh oblik. Pri mitohondrijski obliki so do sedaj odkrili 
genetske spremembe v 3 različnih genih, pri X-vezani pa v 5 genih, pri čemer pa naj bi samo 
spremembe v 3 genih povzročile senzorinevralno izgubo sluha, spremembe v ostalih 2 genih 
pa mešano obliko (6). 
 
 
1.2.2 GENI IN PROTEINI VPLETENI V IZGUBO SLUHA 
 
Poznamo več kot 110 genov, ki so povezani z izgubo sluha. Avtosomno recesivno 
izgubo sluha najpogosteje povzročajo genetske spremembe v genih GJB2 in GJB6, 
SLC26A4, MYO15A, OTOF, CDH23 in TMC1,  spremembe v genih WFS1, MYO7A in 
COCH pa so najpogosteje razlog avtosomno dominantne izgube sluha (7).  
Najpogostejši vzrok genetske oblike izgube sluha so spremembe v genu GJB2 (angl. 
gap junction protein beta 2), ki kodira koneksin 26, in genu GJB6 (angl. gap junction protein 
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beta 6), ki kodira koneksin 30 (23). Koneksini sestavljajo presledkovne stike, ki imajo 
ključno vlogo pri povezavi dveh celic preko citoplazme in tako omogočajo prenos različnih 
ionov in malih molekul. Presledkovni stiki so sestavljeni iz dveh enot, pri čemer je vsaka 
enota del ene celice, enote pa so sestavljene še iz šestih podenot – koneksinov. Presledkovni 
stiki, sestavljeni iz koneksinov 26 in 30, so močno izraženi v polžu, in sicer v opornih 
celicah, celicah v spiralnem gangliju in bobniču, ne pa tudi v dlačnicah (22,24). Vključeni 
so v recikliranje kalijevih ionov iz dlačnic nazaj v endolimfo, saj omogočajo njihovo difuzijo 
med opornimi celicami in tako igrajo ključno vlogo pri ohranjanju homeostaze kalija v polžu 
(22,25). Genetske spremembe v genu GJB2 povzročijo približno polovico vseh avtosomno 
recesivnih izgub sluha in se fenotipsko izražajo zelo raznoliko (7,23). 
 Gen SLC26A4 (angl. solute carrier family 26, member 4) kodira protein pendrin, ki 
spada v družino SLC26 anionskih prenašalcev. V ušesu se protein nahaja v endolimfatični 
vrečici in dlačnicah, kjer inhibira reabsorpcijo kalcijevih ionov, omogoča izmenjavo 
bikarbonatnih in kloridnih ionov ter je vključen v uravnavanje kislinsko-baznega ravnovesja. 
Okvara proteina pendrina privede do zakisanja endolimfe, zaradi česar je motena zaznava 
zvoka. Lahko povzroči tudi nepravilen razvoja senčne kosti in celo hipoplazijo polža. 
Genetske spremembe v omenjenem genu so najpogostejši vzrok za izgubo sluha v azijski 
populaciji in drugi najpogostejši vzrok globalno (26–31).  
 Miozini so velika družina beljakovin, ki skupaj z aktinom sodelujejo pri krčenju in 
relaksaciji mišic. Pogosto je pri izgubi sluha okvarjen gen MYO15A (angl. myosin XVA), ki 
kodira protein miozin XVA. Ta se razlikuje od drugih miozinov po dolgem N-terminalnem 
podaljšku, ki sledi glavi miozina. Miozin XVA naj bi igral ključno vlogo pri organizaciji 
aktina v dlačnicah polža. Poleg tega omogoča, preko interakcije s proteinom whirlinom, 
ustrezno podaljševanje stereocilijev. Genetske spremembe v genu MYO15A naj bi tako 
povzročile nepravilen razvoj stereocilijev, kar povzroča od zmerno težko do globoko izgubo 
sluha (32–34).  
 OTOF (angl. otoferlin) je gen, ki zapisuje protein otoferlin. Ta je vključen v proces 
zlitja veziklov s celično membrano, in naj bi deloval kot senzor koncentracije kalcijevih 
ionov. V sinaptični špranji naj bi otoferlin zaznal visoke koncentracije kalcija in ga vezal, 
kar naj bi omogočilo nastanek SNAP REceptor (SNARE) kompleksa proteinov. To omogoči 
zlitje sinaptičnih veziklov s presinaptično špranjo in sprostitev glutamata v sinaptično 
špranjo. Okvarjen protein tako povzroči prekinitev prenosa signala preko živcev do 
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možganov, izguba sluha pa je lahko prisotna že ob rojstvu ali pa se pojavi pozneje po rojstvu 
(34,35)  
 Gen CDH23 (angl. cadherin related 23) zapisuje transmembranski protein kadherin 
23, ki je odgovoren za adhezijo med posameznimi celicami in med celicami in matriksom. 
Gen CDH23 je izražen v vestibularnem sistemu, retini in dlačnicah polža (36). Tam se 
protein kadherin 23 nahaja v konicah stereocilijev in omogoča njihovo medsebojno 
povezavo (37). Nesmiselne spremembe, spremembe s spremenjenim bralnim okvirjem ali 
spremembe v izrezovalnem mestu intronov povzročijo popolno odsotnost proteina kadherina 
23, kar je značilno za Usherjev sindrom, pri katerem so prisotni izguba sluha, izguba vida in 
motnje v ravnotežju. Izguba sluha se samostojno (nesindromska oblika) pojavlja v primeru 
drugačnosmiselnih sprememb, kjer je izražanje proteina še delno ohranjeno (38).   
 Vloga proteina “transmembrane channel-like protein 1” (TMC1), ki ga kodira gen 
TMC1 (angl. transmembrane channel like 1), še ni povsem pojasnjena, najnovejše raziskave 
iz leta 2018 pa kažejo, da je protein TMC1 pomemben gradnik por v mehanskih kanalčkih 
stereocilijev, skozi katere v dlačnice vdrejo kalijevi ioni (39). Genetske spremembe v genu 
TMC1 lahko povzročijo tudi avtosomno dominatno obliko izgube sluha, vendar je ta oblika 
redka. Na splošno so spremembe v genu TMC1 redek vzrok izgube sluha v evropski 
populaciji, pogoste pa so  v azijski populaciji in populaciji severne Afrike (34). 
 Eden najpogostejših genov, v katerem genetske spremembe povzročijo avtosomno 
dominatno izgubo sluha je WFS1 (angl. wolframin ER transmembrane glycoprotein). 
Genetske spremembe v omenjenem genu povzročijo Wolframov sindrom, za katerega je 
značilna tudi izguba sluha, lahko pa se izguba sluha pojavlja samostojno. Za nesindromsko 
obliko izgube sluha, ki je posledica sprememb v genu WFS1, je značilna izguba sluha v 
nizkih frekvencah, medtem ko se sluh v spektru visokih frekvenc poslabša šele s staranjem 
(7,40). Protein wolframin naj bi se nahajal v kanalikularnem retikulumu, ki je specializirana 
oblika endoplazmatskega retikuluma, in sodeluje v procesu vračanja kalijevih ionov iz 
dlačnic v endolimfo (recikliranje kalijevih ionov). V primeru sprememb v genu WFS1 naj bi 
bilo tako okvarjeno vračanje kalijevih ionov v endolimfo, kar povzroči spremenjeno ionsko 
sestavo slednje (41). 
Gen MYO7A (angl. myosin VIIA) kodira protein miozin VIIA, ki je izražen v 
epitelijskih celicah retine in notranjega ušesa. V dlačnicah naj bi miozin VIIA povezoval 
membrano stereocilijev z aktinskim ogrodjem, kar naj bi stereocilijem dajalo trdnost. V 
primeru genetskih sprememb v genu MYO7A so ti ohlapni oz. mlahavi, zaradi česar je 
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zmanjšana verjetnost za mehanično odprtje kanalčkov, ki omogočajo vdor kalija v dlačnice 
(42). Izguba sluha zaradi sprememb v genu MYO7A se po navadi razvije šele po osvojitvi 
govora, sluh pa se nato slabša. Pri posameznikih med 20. in 60. letom je izguba sluha 
najpogosteje zmerna (43). 
Genetske spremembe v genu COCH (angl. cochlin) povzročijo avtosomno 
dominatno obliko gluhosti, ki se značilno pojavi šele v odrasli dobi med 20 in 30 letom, pri 
čemer je na začetku izguba sluha prisotna predvsem v visokih frekvencah (44). Protein 
“cochlin” (COCH) se nahaja v vretenastih celicah ob spiralnem gangliju in čutnem epiteliju. 
V primeru sprememb v genu COCH so histološke preiskave pokazale acidofilne oz. 
eozinofilne depozite v vretenastih celicah, izgubo dlačnic ter propadanje dendritov (45).  
 
 
1.2.2 GENETSKI VZROKI IZGUBE SLUHA V SLOVENSKI POPULACIJI 
 
O genetskih vzrokih za izgubo sluha v slovenski populaciji je bilo do sedaj 
objavljenih pet člankov. Članka iz leta 2011 in 2012 sta se osredotočala na genetske 
spremembe v genih GJB2 in GJB6. Raziskava iz leta 2011, ki je vključevala 218 
preiskovancev, je pokazala, da so genetske spremembe v genu GJB2 vzrok za prirojeno 
izgubo sluha v 33,0 %. Med njimi v homozigotni ali sestavljeni heterozigotni obliki 
prevladuje sprememba NM_004004.6:c.35delG (NP_003995.2:p.Gly12Valfs), in sicer v 
31,6 %. V 6,45 % je bil identificiran samo en mutiran GJB2 alel, kar je manj kot v drugih 
državah, kjer je bil ta odstotek med 10 in 42 (46).  
 Raziskava iz leta 2015 se je osredotočala na pogostost genetskih sprememb v genu 
TMPRSS3, ki zapisuje protein transmembransko serinsko proteazo 3. Njena vloga še ni 
popolnoma pojasnjena, znano pa je, da spremembe v tem genu povzročijo propad dlačnic in 
progresivno izgubo nevronov spiralnega ganglija (38). Genetske spremembe v omenjenem 
genu so v evropski populaciji vzrok za avtosomno recesivno izgubo sluha v manj kot 1 %. 
Nasprotno je raziskava na 38 slovenskih preiskovancih z neznanim vzrokom izgube sluha 
pokazala, da so bile genetske spremembe v genu TMPRSS3 vzrok izgube sluha v kar 13,1 % 
(47).  
 V slovenski družini evropskega porekla so opredelili genetski vzrok nesindromske 
avtosomne recesivne oblike izgube sluha tipa 42 kot posledico nesmiselne spremembe v 
genu ILDR1 pri dveh sorojencih. Omenjena oblika izgube sluha je zelo redka, tako je bila v 
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članku opisana izguba sluha zaradi genetske spremembe v genu ILDR1 sploh prvi opisani 
primer v evropski populaciji. Pred tem so o tem tipu izgube sluha poročali samo iz Pakistana, 
Savdove Arabije, Turčije in Irana (48). 
 V študiji, v kateri je sodelovalo 56 preiskovancev, od tega 30 iz Slovenije in 26 iz 
Bosne in Hercegovine, so sekvencirali klinični eksom. V raziskavo so vključili 49 oseb z 
izgubo sluha: 32 z nesindromsko izgubo sluha, pri katerih ni bilo dokazanih sprememb v 
genu GJB2 in 17 s sindromsko izgubo sluha. Patološko spremembo so odkrili pri 7 od 31 
preiskovancev z nesindromsko izgubo sluha in pri 8 od 15 preiskovancev s sindromsko 
izgubo sluha. Po eno različico spremembe so odkrili v 13 genih (CHD7, HDAC8, MIR96, 
MITF, MYH14, NEFL, RYR1, SF3B4, TECTA, TMC1, TMPRSS3, USH2A in WFS1), dve 
različni spremembi so odkrili v genu OTOF in 5 različnih sprememb v genu SLC26A4. 15 
izmed teh sprememb so opredelili kot patološke oz. verjetno patološke, 5 pa so jih opredelili 
kot spremembe neznanega pomena (49).  
 Kljub temu, da do sedaj na slovenski populaciji še ni bilo izvedenih obširnih 
raziskav, do sedaj znane študije potrjujejo genetsko heterogenost izgube sluha tudi v 
slovenski populaciji. Predvsem je zanimivo pojavljanje genetskih sprememb v določenih 
genih, ki za evropsko populacijo niso značilne, npr. ILDR1 in TMPRSS3. 
 
1.3 VARIOM 
 
 Variom je nabor oz. katalog vseh identificiranih genetskih sprememb. Ta lahko 
obsega spremembe v celotnem človeškem genomu (50) ali v omejenem naboru genov (samo 
gene vpletene v etiologijo določene bolezni) (51), poznamo pa tudi variome drugih 
organizmov, kot je npr. variom mikrobiote (52). Eden izmed bolj poznanih variomov je 
Projekt človeškega varioma (angl. The Human Variome Project), katerega namen je zbrati 
vse genetske spremembe in ovrednotiti njihov vpliv na zdravje (50). Trenutno obstaja nekaj 
podatkovnih zbirk oz. variomov izgube sluha. Nekateri so omejeni samo na posamezne gene, 
npr. zbirka podatkov genetskih sprememb v genih GJB2 in GJB6 Connexins and deafness 
Mutations Database (53). Najbolj celovita je zbirka podatkov Deafness Variation Database 
(DVD), ki vsebuje genetske spremembe v 152 genih, ki so povezani s sindromsko ali 
nesindromsko izgubo sluha. Do sedaj je v zbirki 876158 genetskih sprememb. 173336 
genetskih sprememb je opredeljenih kot benignih oz. najverjetneje benignih, 8191 kot 
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patoloških oz. najverjetneje patoloških, ostale spremembe pa so opredeljene kot spremembe 
neopredeljenega pomena (51). Zbirka podatkov, kot je DVD, pomembno prispeva k točni in 
učinkoviti interpretaciji genetskih rezultatov, še posebno to velja v primeru obsežnih 
rezultatov sekvenciranja naslednje generacije. S tem je tudi v primeru izgube sluha variom 
pomembno orodje pri genetski obravnavi in diagnostiki. Smiselni pa so oz. bi bili variomi 
izgube sluha, ki bi zajemali genetske spremembe posameznih populacij. Izguba sluha je 
namreč izredno genetsko raznolika, pri čemer se določene vzročne spremembe specifično 
pojavljajo v samo določenih populacijah (6). 
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2 NAMEN DELA  
 
Namen magistrske naloge je analizirati genetske spremembe pri osebah z izgubo 
sluha in ovrednotiti njihovo pojavnost ter raznovrstnost. To bo osnova za vzpostavitev 
slovenskega varioma izgube sluha, ki je nabor oz. katalog vseh identificiranih genetskih 
sprememb v genih, povezanih z izgubo sluha, v testni in kontrolni populaciji.  
 
Cilje magistrske naloge bomo dosegli z: 
 
- Ponovno analizo in interpretacijo sprememb v genih GJB2 in GJB6, pridobljenih 
s sekvenciranjem po Sangerju na večji slovenski populaciji bolnikov z izgubo 
sluha. 
- Analizo sprememb v genih, ki so vključeni v panel genov povezanih z izgubo 
sluha genetskega laboratorija Kliničnega inštituta za specialno laboratorijsko 
diagnostiko z analizo podatkov sekvenciranja naslednje generacije (NGS) pri 
bolnikih z izgubo sluha in v kontrolni skupini preiskovancev. 
- Analizo varioma oseb z izgubo sluha in oseb v kontrolni skupini z analizo 
podatkov sekvenciranja naslednje generacije.  
 
Na ta način želimo preveriti naslednji hipotezi: 
 
- Pristop genetske analize z NGS omogoča učinkovito opredelitev genetskih 
vzrokov izgube sluha. 
- Z analizo varioma je mogoče identificirati potencialne nove kandidatne gene 
povezane z izgubo sluha v slovenski populaciji. 
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3 PREISKOVANCI IN METODE 
 
3.1 PREISKOVANCI 
 
 V magistrsko nalogo smo vključili 103 osebe z nesindromsko izgubo sluha, ki so bile 
od leta 2016 do 2019 napotene na genetsko testiranje zaradi izgube sluha v genetski 
laboratorij Kliničnega inštituta za specialno laboratorijsko diagnostiko Pediatrične klinike v 
Ljubljani. Pri vseh preiskovancih je bilo opravljeno sekvenciranje po Sangerju, pri čemer so 
bile določene genetske spremembe v kodirajočih regijah genov GJB2 in GJB6, ki sta 
najpogostejša vzročna gena v evropski populaciji. V primeru negativnega rezultata analize 
genov GJB2 in GJB6 je bilo opravljeno sekvenciranja naslednje generacije (Illumina), pri 
čemer smo določali nukleotidno zaporedje v 4813 genih – t.i. klinični eksom. Ti geni so 
opisani kot vzročni za znane bolezni oz. fenotipe v bazi OMIM. Sonde za 4813 genov oz. 
klinični eksom vsebuje reagenčni komplet proizvajalca Illumina. V prvem koraku je bila 
izvedena usmerjena analiza 111 genov (Priloga 1), ki so dokazano vzročno povezani z 
nesindromsko oz. sindromsko izgubo sluha. Nadalje je bila opravljena tudi analiza vseh 4813 
genov. 
 V kontrolno skupino smo vključili tudi 167 preiskovancev, pri katerih sluh v času 
napotitve ni bil okvarjen. Ti so bili tako kot bolniki z izgubo sluha v letih od 2016 do 2019 
napoteni na genetsko testiranje v genetski laboratorij Kliničnega inštituta za specialno 
laboratorijsko diagnostiko Pediatrične klinike v Ljubljani, in sicer zaradi drugih s sluhom 
nepovezanih vzrokov. Pri vseh je bilo opravljeno sekvenciranje naslednje generacije 
(Illumina), in sicer določanje genetskih sprememb v DNA zaporedju v 4813 genih – t.i. 
klinični eksom.  
Eksperimentalna analiza 25 bolnikov, ki so bili napoteni leta 2019, je bila opravljena 
v okviru te naloge (9 posameznikov sekvenciranje po Sangerju in NGS, 16 posameznikov 
samo NGS), za bolnike, ki so bili napoteni pred letom 2019 pa v okviru rednega 
diagnostičnega laboratorijskega dela na Kliničnem inštitutu za specialno laboratorijsko 
diagnostiko Pediatrične klinike. Vsi rezultati so bili v okviru te naloge ponovno interpretirani 
in po potrebi tudi ponovno analizirani. 
 Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko št. 
34/04/07. 
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3.2 METODE 
 
 V okviru eksperimentalnega dela je bila izvedena izolacija DNA iz periferne krvi, 
določanje koncentracije DNA, določanje genetskih sprememb genov GJB2 in GJB6 s 
sekvenciranjem po Sangerju in določanje genetskih sprememb s sekvenciranjem naslednje 
generacije. Pri delu so bili uporabljeni komercialni reagenčni kompleti, ki so na voljo za 
posamezno stopnjo dela ali reagenti, ki so bili naročeni posamezno in niso del reagenčnih 
kompletov. Eksperimentalno delo je bilo opravljeno po spodnji shemi (Slika 4). 
 
 
Slika 4: Shema poteka eksperimentalnega dela in metod. 
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3.2.1 IZOLACIJA DNA IZ PERIFERNE KRVI 
 
Materiali in aparature: sterilni nastavki za pipete, pipete (Eppendorf), sterilne centrifugirne 
epruvete, vodna kopel (Precitherm PFV Boehringer Mannheim), centrifuga (Megafuge 
1.0R Heraens Instruments), vibracijski mešalnik (Vibromix 10 Tehtnica). 
 
Reagenti: reagenčni komplet FlexiGene DNA Kit (Qiagen) - pufer za lizo (FG1), pufer za 
denaturacijo (FG2), pufer za hidracijo (FG3), liofilizirana proteaza, 100-% izopropanol, 
70-% etanol. 
 
Delovni postopek: Pred začetkom dela smo liofilizirano proteazo resuspendirali v 1,4 mL 
pufra za hidracijo. Mešanico pufra za denaturacijo in proteaze smo pripravili tako, da smo 
zmešali 2,5 mL pufra za denaturacijo in 25 µL proteaze (volumen za en vzorec). Pri izolaciji 
smo v prvem koraku v 50 mL centrifugirno epruveto napipetirali 12,5 mL pufra za lizo in 5 
mL krvi. Centrifugirno epruveto smo desetkrat obrnili, da sta se kri in pufer dobro zmešala 
in nato centrifugirali 7 minut na 2300 g. Po končanem centrifugiranju smo odstranili 
supernatant in centrifugirno epruveto postavili obrnjeno navzdol na čisto papirnato brisačo. 
Ko se je epruveta osušila, smo dodali 2,5 mL mešanice pufra za denaturacijo in proteaze ter 
na vibracijskem mešalniku mešali, dokler se pelet ni popolnoma homogeniziral. Vzorce smo 
še petkrat ročno obrnili in jih nato inkubirali v vodni kopeli na temperaturi 65ºC za 15 minut. 
Znak razpada proteinov je spreminjanje barve vzorcev iz rdeče v olivno zeleno. Po 15 
minutah smo vzorcu dodali 2,5 mL 100-% izopropanola in obrnili približno dvajsetkrat, da 
je bil viden precipitat DNA. Po pojavitvi precipitata smo vzorce centrifugirali 5 minut na 
2300 g. Po končanem centrifugiranju smo odstranili supernatant in centrifugirno epruveto 
obrnili na čisto papirnato brisačo. Nato smo dodali 2,5 mL 70-% etanola, mešali 5 sekund 
na vibracijskem mešalniku in centrifugirali 5 minut na 2000 g. Iz centrifugirne epruvete smo 
odlili supernatant in epruveto postavili obrnjeneno navzdol na čisto papirnato brisačo, da se 
pelet posuši na zraku. V zadnjem koraku smo peletu dodali 400 µL pufra za hidracijo in čez 
noč inkubirali na sobni temperaturi, da se DNA raztopi. Tako pripravljeno raztopljeno DNA 
smo prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirno epruveto in jo shranili v hladilniku na temperaturi 
4ºC. 
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3.2.2 MERJENJE DNA KONCENTRACIJE VZORCEV 
 
Materiali in aparature: pipete (Eppendorf), sterilni nastavki za pipete, kivete, 
spektrofotometer (Lambda 25 UV/VIS Spectrometer PerkinElmer Instruments). 
 
Reagenti: destilirana voda, vzorec – izolirana gDNA. 
 
Delovni postopek: DNA koncentracijo vzorcev smo določili s spektrofotometrom. Pred 
začetkom smo prižgali spektrofotometer in računalniški program LAMBDA UV WinLab ter 
izbrali nastavitev za merjenje koncentracije DNA. V prvem koraku smo v kvarčno kiveto 
odmerili 1 mL destilirane vode, ki je služila kot slepi vzorec za korekcijo ozadja. Po 
izmerjenem slepem vzorcu smo v kiveto napipetirali 990 µL destilirane vode in 10 µL 
vzorca. Kiveto z vzorcem smo vstavili v aparat, zaprli pokrov in pritisnili OK. 
Spektrofotometer je izmeril koncentracijo vzorca in nam poleg tega podal tudi njegovo 
čistost v obliki razmerja absorbance 260/280 (ocena čistosti DNA oz. kontaminacije DNA s 
proteini, fenoli ali drugimi snovmi, ki dobro absorbirajo svetlobo pri 280 nm) in razmerja 
absorbance 260/230 (ocena čistosti DNA oz. kontaminacije DNA z oglijkovimi hidrati, 
fenoli in snovmi, ki dobro absorbirajo pri valovni dolžini 230 nm). Kiveto smo med 
posameznimi meritvami vedno spirali z destilirano vodo. Po končani meritvi smo sprali 
kiveto z destilirano vodo in ugasnili spektrofotometer.  
 
3.2.3 DOLOČANJE GENETSKIH SPREMEMB V GENIH GJB2 IN GJB6 S 
SEKVENCIRANJEM PO SANGERJU 
 
Materiali in aparature: sterilne mikrocentrifugirne epruvete, mikrotitrske plošče, pipete 
(Eppendorf), sterilni nastavki za pipete, vibracijski mešalnik (Vibromix 10 Tehtnica), 
centrifuga (UNIVERSAL 320R Hettich Zentrifugen), PCR aparat (SimpliAmp Thermal 
Cycler, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific), tehtnica (Sartorius TE6101), 
mešalo (Rotamix S-10), erlenmajerice, mikrovalovna pečica, kalup za agarozni gel, kadička 
za elektroforezo z aparatom za elektroforezo (PowerPac HC 230V 3.0A 300W Bio_Rad), 
transluminator (G-Box, Syngene), staničevina, genetski analizator (ABI 3500 Applied 
Biosystems), računalnik s programsko opremo za analizo in interpretacijo podatkov. 
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3.2.3.1 REDČENJE GENOMSKE DNA 
 
Reagenti: vzorci – gDNA, voda. 
 
Delovni postopek: DNA vzorce smo razredčili na končno koncentracijo 100 ng/µL in končni 
volumen X. V mikrocentrifugirno epruveto smo odpipetirali določen volumen vzorca gDNA 
in vode, pri čemer smo potrebne volumne izračunali s pomočjo Enačbe 1. 
 
 
𝑉(𝑔𝐷𝑁𝐴) =
100 
𝑛𝑔
µ𝐿⁄ × 𝑋 µ𝐿
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑣ℎ𝑜𝑑𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 𝑔𝐷𝑁𝐴
 
 
𝑉(𝑣𝑜𝑑𝑒) = 𝑋 µ𝐿 − 𝑉(𝑔𝐷𝑁𝐴) 
 Enačba 1: Izračun volumna vode za redčenje gDNA. 
 
3.2.3.2 POMNOŽEVANJE ODESKOV GJB2 IN GJB6 GENOV Z VERIŽNO 
REAKCIJO S POLIMERAZO 
 
3.2.3.2.1 POMNOŽEVANJE ODSEKOV GENA GJB2 Z VERIŽNO REAKCIJO S 
POLIMERAZO 
 
Reagenti: oligonukleotidni začetniki GJB2 F in GJB2 R (Preglednica II), reakcijska 
mešanica (GoTaq Green Master Mix), voda, vzorec – razredčena gDNA (c = 100 ng/µL). 
 
Preglednica II: Oligonukleotidni začetniki za pomnoževanje odsekov gena GJB2. 
Oligonukleotidni začetnik Nukleotidno zaporedje 5'-3' 
GJB2 F gagaagtctccctgttctgtcc 
GJB2 R agccttgacagctgagcac 
 
 
Potek dela: PCR reakcijsko mešanico smo pripravili tako, da smo v vsako epruveto 
odpipetirali 7 µL vode, 10 µL reakcijske mešanice, 1 µL GJB2 R in 1 µL GJB2 F 
oligonukleotidnih začetnikov ter 1 µL razredčene gDNA. Epruvete smo zaprli, pretresli na 
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vibracijskem mešalniku in centrifugirali na 280 g nekaj minut. Pomnožitev odsekov gena 
GJB2 je nato potekala na PCR aparatu po programu v Preglednici III. 
 
Preglednica III: PCR program za pomnožitev odsekov gena GJB2 
Število ciklov Temperatura (ºC) Čas (s) 
1 95 120 
35 95 30 
63 30 
72 45 
1 72 420 
   
Hlajenje na 10ºC 
 
3.2.3.2.2 POMNOŽEVANJE ODSEKOV GENA GJB6 
 
Reagenti: oligonukleotidni začetniki Cx30 KR.F, Cx30 KR.R in Cx30 7F (Preglednica IV), 
pufer (5X pufer GoTaq Flexi), polimeraza GoTaq Flexi, 1.5 mM MgCl2, deoksinukleotidi 
(dNTP), voda, vzorec – gDNA (c = 100 ng/µL). 
 
Preglednica IV: Oligonukleotidni začetniki za pomnoževanje odsekov gena GJB6. 
Oligonukleotidni začetnik Nukleotidno zaporedje 5'-3' 
Cx30 KR.F agactagcagggcagggagt 
Cx30 KR.R ggttggtattgccttctgga 
Cx30 7F ccatttttatgatttctgcgtctg 
 
Delovni postopek: PCR reakcijsko mešanico smo pripravili tako, da smo v epruveto v PCR 
komori napipetirali reagente, katerih volumni so navedeni v Preglednici V. 
 
Preglednica V: Volumni reagentov za pripravo PCR reakcijske mešanice. 
Reagent Volumen (µL) 
voda 13,45 
dNTP 2,5 
5x pufer GoTaq Flexi 5 
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MgCl2 1,5 
oligonukleotidni začetnik R 0,8 
oligonukleotidni začetnik F 0,8 
vzorec 0,8 
polimeraza GoTaq Flexi 0,15 
 
Epruveto smo nato zaprli, pretresli na vibracijskem mešalu in centrifugirali nekaj minut na 
280 g. Pomnožitev odsekov gena GJB6 je potekala na aparatu PCR po programu, opisanem 
v Preglednici VI. 
 
Preglednica VI: PCR program za pomnožitev odsekov gena GJB6. 
Število ciklov Temperatura (ºC) Čas (s) 
1 95 120 
35 95 30 
62 30 
72 45 
1 72 420 
   
Ohlajanje na 10ºC 
 
3.2.3.3 PREVERJANJE DOLŽINE POMNOŽENIH ODSEKOV 
 
3.2.3.3.1 PRIPRAVA AGAROZNEGA GELA 
 
Reagenti: agaroza, 1X TBE pufer, barvilo Syber Safe, destilirana voda. 
 
Delovni postopek: Za preverjanje dolžine pomnoženih odsekov smo pripravili 2-% agarozni 
gel. V erlenmajerico smo zatehtali 1,6 g agaroze in dolili 80 mL 1X TBE pufra. Dodali smo 
še 8 µL barvila Syber Safe, erlenmajerico dobro premešali in stehtali vsebino. Nato smo v 
mikrovalovni pečici kuhali pripravljeno mešanico, dokler se niso raztopili vsi delčki 
agaroze. Vsebino erlenmajerice smo nato ponovno stehtali in z destilirano vodo dopolnili do 
prvotne teže pred kuhanjem v mikrovalovni pečici. Gel smo nato ohladili na 60ºC in ga vlili 
v kalup z glavnički. Počakali smo približno 30 minut, da se je gel strdil in nato odstranili 
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glavničke. Gel smo prenesli v kadičko za elektroforezo in ga prelili z 1X TBE pufrom, da je 
bil popolnoma potopljen oz. ga v temi shranili zavitega v folijo na 4ºC za kasnejšo uporabo. 
 
3.2.3.3.2 GELSKA ELEKTROFOREZA 
 
Reagenti: nanašalni pufer za elektroforezo, označevalci velikosti, vzorec – pomnoženi 
odseki genov GJB2 in GJB6. 
 
Delovni postopek: 10 µL vzorca smo  nanesli v odprtinice gela, ki smo ga predhodno prenesli 
v kadičko za elektroforezo in ga prelili z 1X TBE pufrom. Poleg vzorcev smo nanesli še 
velikostni standard, in sicer smo najprej zmešali 13 µL označevalca velikosti in 4 µL 
nanašalnega pufra, nato pa napipetirali velikostni standard v odprtinico na gelu. Na aparatu 
za elektroforezo smo nastavili napetost 90V za 45 minut in zagnali elektroforezo. Po 45 
minutah smo jo ustavili, vzeli gel iz elektroforezne kadičke in gel slikali v aparatu G-BOX, 
s katerim smo preverili dolžino pomnoženih odsekov DNA. Pričakovana dolžina odsekov 
gena GJB2 je bila 842 bp, dolžina odsekov gena GJB6 pa 1010 bp. 
 
 
3.2.3.4 SEKVENČNA REAKCIJA 
 
Reagenti: encim Exo-SAP-IT, Big-Dye Terminator, Big-Dye Terminator 5X pufer (Big-Dye 
Terminator redčen s pufrom Big-Dye Terminator), oligonukleotidni začetniki, voda, vzorec 
– pomnoženi odseki DNA. 
 
Delovni postopek: V prvem koraku smo na mikrotitrsko ploščo v vsako luknjico napipetirali 
1 µL encima Exo-SAP-IT in 2,5 µL pomnoženih odsekov DNA. Reakcijo smo dobro 
premešali, kratko centrifugirali in nato inkubirali 15 minut na 37ºC, da smo razgradili 
ostanek oligonukleotidnih začetnikov in dNTP iz PCR reakcije pomnoževanja odsekov 
DNA. Po končani 15 minutni inkubaciji na 37ºC smo reakcije inkubirali še na 80ºC za 15 
minut, da smo inaktivirali encim. Nato smo pripravili Big-Dye Reagent tako, da smo v 1,5-
mL mikrocentrifugirno epruveto odpipetirali 25 µL Big-Dye Terminator reagenta in 87,5 µL 
5X pufra Big-Dye Terminator, kar zadostuje za 25 sekvenčnih reakcij. Pred začetkom 
priprave sekvenčnih reakcij smo v mikrocentrifugirno epruveto z Big-Dye reagentom dodali 
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še 292,5 µL vode. Sekvenčne reakcije smo pripravili tako, da smo 3,5 µL vzorca in encima 
Exo-SAP-IT dodali 16 µL Big-Dye reagenta in 0,3 µL ustreznega oligonukleotidnega 
začetnika. Reakcijo smo dobro premešali, kratko centrifugirali in vstavili v PCR aparat, kjer 
je reakcija potekala po programu v Preglednici VII. 
 
Preglednica VII: Program za sekvenčno reakcijo. 
Število ciklov Temperatura (ºC) Čas (s) 
1 96 60 
25 96 10 
50 5 
60 240 
   
Ohlajanje na 4ºC 
 
 
3.2.3.5 PRECIPITACIJA SEKVENČNE REAKCIJE 
 
Reagenti: 100-% etanol, 3 M natrijev acetat, 70-% etanol, formamid, vzorec – DNA 
pomnožena v sekvenčni reakciji. 
 
Delovni postopek: V vsako sekvenčno reakcijo smo odpipetirali 50 µL 100-% etanola in 2 
µL 3 M natrijevega acetata. Vzorce smo nato dobro premešali na vibracijskem mešalu in 
inkubirali 10 minut na ledu. Nosilno ploščo z epruvetami smo nato prenesli v centrifugo, 
kjer smo na 4ºC centrifugirali 45 minut na 3990 rpm. Epruvete smo po koncu centrifugiranja 
odprli, ploščo z epruvetami obrnili na staničevino in dodatno centrifugirali 1 minuto pri 500 
rpm, da v njih ni bilo več prisotnega supernatanta. Nato smo v vsako epruveto odpipetirali 
70-% etanola, jih zaprli, ploščo z epruvetami premešali na vibracijskem mešalu in 
centrifugirali 15 minut pri 3990 rpm na 4ºC. Enako kot prej smo epruvete ponovno odprli, 
ploščo obrnili na staničevino in centrifugirali 1 minuto pri 500 rpm, da smo se znebili 
supernatanta. Po končanem centrifugiranju smo tako imeli v epruvetah precipitirano 
sekvenčno reakcijo, ki smo jo še 10 minut sušili na sobni temperaturi in nato shranili na -
20ºC. Za sekvenciranje po Sangerju smo vzorce raztopili v 20 µL formamida in jih 
denaturirali na PCR aparatu na 95ºC za 5 minut.  
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3.2.3.6 ANALIZA ODSEKOV GENOV GJB2 IN GJB6 NA GENETSKEM 
ANALIZATORJU S KAPILARNO ELEKTROFOREZO 
 
Reagenti: reagenčni komplet Applied Biosystems 3500 Series Reagent - polimer POP-7, 
katodni pufer (CBC), anodni pufer (ABC), ohranjevalni reagent  (angl. Conditioning 
Reagent). 
 
Delovni postopek: Analiza je potekala na genetskem analizatorju ABI 3500. Pred začetkom 
smo preverili stanje reagentov, ki jih je potrebno menjavati na dva tedna. V primeru menjave 
smo reagente (polimer POP-7, katodni pufer, anodni pufer in ohranjevalni reagent) ogreli na 
sobni temperaturi in jih vstavili v aparat. Nato smo v avtomatski vzorčevalnik vstavili 
mikrotitrsko ploščo z vzorci tako, da smo ploščo najprej postavili v adapter in jo nato pokrili 
s čisto septo ter pokrovom adaptorja. V programu Applied Biosystems smo vnesli podatke 
za sekvenciranje, in sicer smo nastavili ime analize, število vdolbinic z vzorci v mikrotitrski 
plošči, tip testa (v našem primeru sekvenciranje) in ime izvajalca. Nato smo poimenovali še 
vzorce v posamezni vdolbinici, določili pozicijo mikrotitrske plošče v aparatu in zagnali 
kapilarno elektroforezo. Genetski analizator na podlagi kapilarne eketroforeze loči DNA 
fragmente po dolžini. Nato z laserjem odčita fluorescenco ddNTP-ja, ki se nahaja na 
zadnjem mestu posameznega fragmenta. Tako dobimo nukleotidno zaporedje našega 
fragmenta v obliki elektoferograma ali tekstovni datoteki. 
 
3.2.3.7 INTERPRETACIJA REZULTATOV 
 
Delovni postopek: Rezultat analize sekvenciranja po Sangerju je elektroferogram, kjer zeleni 
vrhovi predstavljajo adenin, rdeči citozin, modri gvanin in črni timin. Nukleotidno zaporedje 
preiskovancev smo primerjali z nukleotidnim zaporedjem v banki zaporedij GenBank, pri 
čemer smo uporabili program BLAST. Vse spremembe in njihovo patološkost smo 
ovrednotili s pomočjo različnih podatkovnih zbirk, kot so zbirka genetskih sprememb 
HGMD professional, ClinVar, specifične podatkovne zbirke z znanimi genetskimi 
spremembami za gluhost – Hereditary Deafness Database, dbSNP, ExAC Browser in Exome 
Variant Server. Če spremembe še niso bile opisane v zbirkah podatkov, smo jih poimenovali 
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skladno z HGVS nomenklaturo, njihovo potencialno patološkost pa smo ovrednotili z 
uporabo različnih in silico bioinformatičnih orodij, kot so SIFT, PolyPhen-2, CADD in 
Mutation Taster. Genetske spremembe, pri katerih smo vsaj z dvema naštetima orodjema 
dokazali vpliv na funkcionalnost proteina, smo opredelili kot vzročne.  
 
3.2.4 DOLOČANJE GENETSKIH SPREMEMB Z METODO SEKVENCIRANJA 
NASLEDNJE GENERACIJE 
 
Materiali in aparature: sterilne mikrocentrifugirne epruvete, mikrotitrske plošče, pipete 
(Eppendorf), sterilni nastavki za pipete, vibracijski mešalnik (Vibromix 10 Tehtnica), 
centrifuge (UNIVERSAL 320R Hettich Zentrifugen, Mini Spin Eppendorf), PCR aparat 
(SimpliAmp Thermal Cycler, Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific), 
termomešalo (Thermomixer Comfort Eppendorf), magnetna stojala,  staničevina, sekvenator 
naslednje generacije Illumina MiSeq, računalnik s programsko opremo za analizo in 
interpretacijo podatkov. 
 
3.2.4.1 REDČENJE GENOMSKE DNA 
 
Reagenti: vzorci – gDNA, voda. 
 
Delovni postopek: V 0,5-mL epruvetah smo razredčili vzorce genomske DNA na končno 
koncentracijo 10 ng/µL in končni volumen 100 µL. V epruveto smo odpipetirali določen 
volumen vzorca gDNA in vode, pri čemer smo potrebne volumne izračunali s pomočjo 
Enačbe 2.  
 
𝑉(𝑔𝐷𝑁𝐴) =
10 
𝑛𝑔
µ𝐿⁄ × 100 µ𝐿
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑣ℎ𝑜𝑑𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 𝑔𝐷𝑁𝐴
 
 
𝑉(𝑣𝑜𝑑𝑒) = 100 µ𝐿 − 𝑉(𝑔𝐷𝑁𝐴) 
  
 Enačba 2: Izračun volumna vode za redčenje genomske DNA. 
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3.2.4.2 TAGMENTACIJA GENOMSKE DNA 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina) - pufer za ustavitev reakcije 
tagmentacije (ST – angl. Stop Tagment Buffer), tagmentacijski DNA pufer z označevalnimi 
adaptorji (TD – angl. Tagment DNA Buffer), tagmentacijski DNA encim (TDE1 – angl. 
Tagment DNA Enzyme), vzorec – razredčena gDNA, voda, 80-% etanol. 
 
Delovni postopek: V 0,5-mL epruveto smo v naslednjem vrstnem redu odpipetirali 10 µL 
vzorca, 25 µL tagmentacijskega DNA pufra, 5 µL tagmentacijskega DNA encima in 10 µL 
vode. Epruvete smo premešali na vibracijskem mešalniku, jih centrifugirali eno minuto na 
280 g in nato vstavili v PCR aparat za 10 minut na 58ºC. Po 10 minutah smo epruvete takoj 
vzeli iz aparata in ustavili reakcijo s 15 µL pufra za ustavitev reakcije tagmentacije. Epruvete 
smo ponovno premešali na vibracijskem mešalniku, centrifugirali eno minuto na 280 g ter 
nato inkubirali 4 minute na sobni temperaturi.  
 
3.2.4.3 ČIŠČENJE TAGMENTIRANE DNA 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina)  - pufer za resuspenzijo (RSB – 
angl. Resuspension buffer), paramagnetne kroglice za čiščenje DNA (SPB – angl. Sample 
Purification Beads), 80-% etanol, vzorec – tagmentirana DNA. 
 
Postopek: Po 4-minutni inkubaciji smo v vsako epruveto odpipetirali 52 µL paramagnetnih 
kroglic. Epruvete smo zaprli, dobro premešali na vibracijskem mešalniku in nato inkubirali 
na sobni temperaturi 8 minut. Po končani inkubaciji smo centrifugirali eno minuto na 280 g. 
Epruvete smo odprli in jih postavili za dve minuti na magnetno stojalo, da so se 
paramagnetne kroglice zbrale ob steni epruvete in se je raztopina zbistrila. Supernatant smo 
odstranili in dvakrat sprali kroglice tako, da smo v epruveto odpipetirali 200 µL 80-% 
etanola, inkubirali 30 sekund na sobni temperaturi in nato supernatant odstranili. Po drugem 
spiranju, ko smo supernatant dobro odstranili, smo pustili epruvete 10 minut na sobni 
temperaturi, da so se paramagnetne kroglice posušile. Nato smo v vsako epruveto dodali 
22,5 µL pufra za resuspenzijo, epruvete odstranili z magneta, jih premešali na vibracijskem 
mešalu ter inkubirali na sobni temperaturi 2 minuti. Epruvete smo po 2 minutah centrifugirali 
1 minuto na 280 g in jih nato ponovno postavili na magnetno stojalo za 2 minuti, da so se 
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paramagnetne kroglice zbrale ob steni epruvete in se je suspenzija zbistrila. 20 µL 
supernatanta, v katerem so se nahajali prečiščeni DNA fragmenti, smo prenesli v novo 0,5 
µL epruveto. 
 
3.2.4.4 POMNOŽITEV TAGMENTIRANE DNA 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina)  - indeksni oligonukleotidi i7 in i5 
(angl. Index 1 (i7), Index 2 (i5) adapters), PCR reakcijska zmes (NLM – angl. Library Amp 
Mix), vzorec – prečiščena tagmentirana DNA. 
 
Delovni postopek: V vsako epruveto smo k 20 µL vzorca odpipetirali 5 µL indeksnih 
oligonukleotidov i7 in i5 tako, da je imel vsak vzorec unikatno kombinacijo i7 in i5 
indeksnih oligonukleotidov. To je v procesu računalniške analize sekvenciranih podatkov 
omogočalo identifikacijo vzorca na podlagi indeksnih oligonukleotidov. Poleg slednjih smo 
v vsako epruveto odpipetirali še 20 µL PCR reakcijske zmesi. Epruvete smo zaprli, jih 
premešali na vibracijskem mešalu, centrifugirali 1 minuto na 280 g in jih nato vstavili v PCR 
aparat. Pomnožitev tagmentirane DNA v PCR aparatu je potekala po naslednjem programu 
(Preglednica VIII): 
 
Preglednica VIII: PCR program za pomnožitev tagmentirane DNA. 
Število ciklov Temperatura (ºC) Čas (s) 
1 72 180 
1 98 30 
 
10 
98 10 
60 30 
72 30 
1 72 300 
 
Hlajenje na 10ºC 
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3.2.4.5  ČIŠČENJE POMNOŽENE DNA 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina)  - pufer za resuspenzijo (RSB – 
angl. Resuspension buffer), paramagnetne kroglice za čiščenje DNA (SPB – angl. Sample 
Purification Beads), 80-% etanol, vzorec – pomnožena DNA. 
 
Delovni postopek: Čiščenje pomnožene DNA poteka po enakem postopku kot čiščenje 
tagmentirane DNA. Edina razlika je volumen paramagnetnih kroglic za čiščenje DNA, ki je 
v tem primeru 40 µL, in volumen pufra za resuspenzijo, ki je 27,5 µL. V novo epruveto smo 
nato prenesli 25 µL očiščene pomnožene DNA.  
 
3.2.4.6 KVANTIFIKACIJA DNA  
 
Aparature in materiali: pipete (Eppendorf), sterilni nastavki za pipete, DNA 1000 čip, stojalo 
s siringo, vibracijsko mešalo (Vibromix 10 Tehtnica), analizator Agilent 2100 Bioanalyzer. 
 
Reagenti: gel (DNA 1000 Kit, angl. Gel-Dye Mix), označevalec (angl. marker), lestvica, 
vzorec. 
 
Delovni postopek: DNA čip smo postavili v stojalo s siringo za ustvarjanje pritiska. V za to 
namenjeno luknjico na čipu smo nanesli 9 µL gela, zaprli pokrov stojala in s siringo za 1 
minuto ustvarili pritisk na vdolbinici čipa z dodanim gelom. Po eni minuti smo sprostili 
siringo, odprli pokrov stojala in napolnili ostale luknjice po postopku, prikazanem na Sliki 
5. Po končanem pipetiranju smo čip položili na vibracijsko mešalo za 1 minuto. Nato smo 
čip vstavili v aparat in zagnali program. Rezultat je graf, s katerega smo odčitali dolžino 
fragmentov in koncentracijo DNA (Slika 6).  
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3.2.4.7 ZDRUŽEVANJE VZORCEV V ENO KNJIŽNJICO 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina) - pufer za resuspenzijo (RSB – 
angl. Resuspension buffer), paramagnetne kroglice za čiščenje DNA (SPB – angl. Sample 
Purification Beads), 80-% etanol, vzorec – pomnožena očiščena DNA. 
 
Delovni postopek: Po kvantifikaciji vzorcev smo združili 8 vzorcev v skupno raztopino v 
0,5 mL epruveto, pri čemer je bila količina DNA posameznega vzorca 500 ng. Volumen smo 
izračunali po Enačbi 3. 
 
𝑉(𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐 𝐷𝑁𝐴) =
500 𝑛𝑔
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
 
 Enačba 3: Izračun volumna vzorca DNA. 
Slika 5: Shema pipetiranja na čip DNA 1000. 
Slika 6: Primer elektroferograma (prirejeno po (54)). 
intenziteta 
dolžina [kb] 
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Če skupni volumen vseh osmih vzorcev ni presegel 40 µL, smo ga s pufrom za resuspenzijo 
dopolnili do 40 µL. Kadar pa je skupni volumen presegel 40 µL je bilo potrebno 
koncentriranje vzorcev, zato smo vzorce napipetirali v 1,5-mL epruveto. Koncentriranje je 
nato potekalo po enakem postopku kot čiščenje tagmentirane DNA oz. pomnožene DNA. 
Razlika je bila le v volumnu paramagnetnih kroglic, ki je enak skupnemu volumnu vseh 
osmih vzorcev, in volumnu pufra za resuspenzijo, ki je 42,5 µL. V novo 0,5-mL epruveto 
smo nato prenesli 40 µL očiščene in koncentrirane knjižnice. 
 
3.2.4.8 PRVA HIBRIDIZACIJA TARČNIH ODSEKOV DNA 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina) - hibridizacijski pufer za 
obogatitev knjižnice (EHB – angl. Enrichment Hybridization Buffer), oliognukleotidne 
sonde označene z biotinom (TOE – angl. TrueSight One Expanded Oligos), vzorec – skupna 
frakcija 8 vzorcev. 
 
Delovni postopek: 40 µL vzorca smo dodali 50 µL hibridizacijska pufra in 10 µL 
oligonukleotidnih sond. Epruveto smo zaprli, jo pretresli na vibracijskem mešalniku in 
centrifugirali 1 minuto na 280 g. Epruveto smo nato vstavili v PCR aparat, v katerem je 
potekala hibridizacija po programu v Preglednici IX. 
 
Preglednica IX: Program prve hibridizacije tarčnih odsekov DNA. 
Temperatura (ºC) Čas (min) 
95  10 
 
95 1 
vsako minuto spuščamo temperaturo za 1ºC do 60ºC 
60 1 
 
58 90 
 
 
 
 
 28 
3.2.4.9 IZOLACIJA HIBRIDIZIRANIH TARČNIH ODSEKOV DNA 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina) - elucijski pufer 1 (EE1 – angl. 
Enrichemtn Elution Buffer 1), elucijski pufer 2 (ET2 – angl. Elute Target Buffer 2), spiralni 
pufer (EWS – angl. Enrichment Wash Solution), 2 M NaOH (HP3), streptavidinske 
paramagnetne kroglice (SMB – angl. Streptavidin Magnetic Beads). 
 
3.2.4.9.1 VEZAVA TARČNIH ODSEKOV NA STREPTAVIDINSKE 
PARAMAGNETNE KROGLICE 
 
Delovni postopek: Po končani hibridizaciji smo epruvete vzeli iz PCR aparata in jih 
centrifugirali 1 minuto na 280 g. Nato smo prenesli celotno vsebino epruvete v novo 1,5-mL 
epruveto in dodali 250 µL streptavidinskih paramagnetnih kroglic. Epruveto smo zaprli in 
mešali 1 minuto na vibracijskem mešalniku. Nato smo inkubirali 25 minut na sobni 
temperaturi. Po končani inkubaciji smo centrifugirali 1 minuto na 280 g in zatem postavili 
epruveto v magnetno stojalo za 2 minuti, da so se paramagnetne kroglice zbrale ob steni 
epruvete, raztopina pa se je zbistrila. Supernatant smo odstranili in epruveto odstavili z 
magnetnega stojala. 
 
3.2.4.9.2 SPIRANJE STREPTAVIDINSKIH PARAMAGNETNIH KROGLIC 
 
Delovni postopek: V epruveto smo dodali 200 µL spiralnega pufra in ga mešali s 
paramagnetnimi kroglicami na vibracijskem mešalniku 1 minuto. Epruveto smo nato stresali 
30 minut pri 55ºC na 750 rpm v termomešalu. Po končanem stresanju smo epruveto postavili 
na magnetno stojalo, da so se paramagnetne kroglice zbrale ob steni in se je raztopina 
zbistrila. Supernatant smo odstranili, epruveto odstavili s stojala in ponovili spiranje po 
enakem postopku. 
 
3.2.4.9.3 ELUCIJA TARČNIH ODSEKOV DNA 
 
Delovni postopek: Pred začetkom elucije smo pripravili elucijsko mešanico tako, da smo v 
1,5 mL epruveti zmešali 28,5 µL elucijskega pufra 1 in 1,5 µL 2 M NaOH. V epruveto, v 
kateri so ostale streptavidinske paramagnetne kroglice smo odpipetirali 23,5 mL elucijske 
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mešanice. Epruveto smo premešali na vibracijskem mešalniku in inkubirali 2 minuti na sobni 
temperaturi. Nato smo epruveto postavili na magnetno stojalo za 2 minuti, da so se 
paramagnetne kroglice zbrale ob steni epruvete in se je raztopina zbistrila. 21 µL 
supernatanta smo nato prenesli v novo 0,5-mL epruveto in dodali 4 µL elucijskega pufra 2.  
 
 
3.2.4.10 DRUGA HIBRIDIZACIJA TARČNIH ODSEKOV 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina)  - pufer za resuspenzijo (RSB – 
angl. Resuspension buffer), hibridizacijski pufer za obogatitev knjižnice (EHB – angl. 
Enrichment Hybridization Buffer), oligonukleotidne sonde označene z biotinom (TOE – 
angl. TrueSight One Expanded Oligos), vzorec. 
 
Delovni postopek: V 0,5-mL epruveto, v kateri smo imeli po eluciji 21 µL vzorca in 4 µL 
elucijskega pufra 2, smo odpipetirali še 15 µL pufra za resuspenzijo, 50 µL hibridizacijskega 
pufra za obogatitev knjižnice in 10 µL oligonukleotidnih sond. Epruveto smo zaprli, pretresli 
na vibracijskem mešalu in centrifugirali 1 minuto na 280 g. Nato smo jo vstavili v PCR 
aparat, v katerem je potekala hibridizacija, tokrat za razliko od prve hibridizacije čez noč po 
programu, opisanem v Preglednici X. 
 
Preglednica X: Program druge hibridizacije tarčnih odsekov DNA. 
Temperatura (ºC) Čas (min) 
95  10 
 
95 1 
vsako minuto spuščamo temperaturo za 1ºC do 60ºC 
60 1 
 
58 Do 15 ur 
 
3.2.4.11 IZOLACIJA HIBRIDIZIRANIH TARČNIH ODSEKOV 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina)  - elucijski pufer 1 (EE1 – angl. 
Enrichemtn Elution Buffer 1), elucijski pufer 2 (ET2 – angl. Elute Target Buffer 2), spiralni 
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pufer (EWS – angl. Enrichment Wash Solution), 2 M NaOH (HP3), streptavidinske 
paramagnetne kroglice (SMB – angl. Streptavidin Magnetic Beads). 
 
Delovni postopek: Izolacija hibridiziranih tarčnih odsekov po drugi hibridizaciji je potekala 
po enakem postopku, kot po prvi hibridizaciji. Edina razlika je bila v zadnjem koraku elucije 
tarčnih odsekov DNA, kjer smo 21 µL supernatanta prenesli v novo 1,5-mL epruveto in 
dodali 4 µL elucijskega pufra 2. 
 
3.2.4.12 ČIŠČENJE OBOGATENE KNJIŽNICE 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina) - pufer za resuspenzijo (RSB – 
angl. Resuspension buffer), paramagnetne kroglice za čiščenje DNA (SPB – angl. Sample 
Purification Beads), 80-% etanol, vzorec – obogatena knjižnica. 
 
Delovni postopek: Čiščenje obogatene knjižnice DNA poteka po enakem postopku kot 
čiščenje v prejšnjih korakih. Edina razlika je volumen paramagnetnih kroglic za čiščenje 
DNA, ki je v tem primeru 45 µL. Volumen pufra za resuspenzijo je 27,5 µL, tako da smo v 
novo 0,5-mL epruveto prenesli 25 µL očiščene obogatene knjižnice.   
 
3.2.4.13 POMNOŽITEV OBOGATENE KNJIŽNICE 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina) - reakcijska mešanica za 
pomnožitev obogatene knjižnice (NEM – angl. Enrichment Amp Mix), oligonukleotidni 
začetniki (PPC – angl. PCR Primer Cocktail), vzorec – obogatena knjižnica. 
 
Delovni postopek: V epruveto smo k 25 µL obogatene knjižnice napipetirali še 5 µL 
oligonukleotidnih začetnikov in 20 µL reakcijske mešanice. Epruveto smo zaprli, premešali 
na vibracijskem mešalniku, jo centrifugirali 1 minuto na 280 g in nato vstavili v PCR aparat, 
kjer je potekalo pomnoževanje po programu v Preglednici XI. 
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Preglednica XI: PCR program za pomnožitev obogatene knjižnice. 
Število ciklov Temperatura (ºC) Čas (s) 
1 98 30 
 
10 
98 10 
60 30 
72 30 
1 72 300 
 
Hlajenje na 10ºC 
 
3.2.4.14 ČIŠČENJE POMNOŽENE OBOGATENE KNJIŽNICE 
 
Reagenti: TrueSight One Sequencing Panel Kit (Illumina) - pufer za resuspenzijo (RSB – 
angl. Resuspension buffer), paramagnetne kroglice za čiščenje DNA (SPB – angl. Sample 
Purification Beads), 80-% etanol, vzorec – pomnožena knjižnica. 
 
Delovni postopek: Čiščenje pomnožene obogatene knjižnice DNA poteka po enakem 
postopku kot čiščenje v prejšnjih korakih. Edina razlika je volumen paramagnetnih kroglic 
za čiščenje DNA, ki je v tem primeru 90 µL. Volumen pufra za resuspenzijo je 32,5 µL, tako 
da smo v novo 1,5 mL epruveto prenesli 30 µL očiščene obogatene knjižnice.   
 
3.2.4.15 KVANTIFIKACIJA DNA 
 
Aparature in materiali: pipete (Eppendorf), sterilni nastavki za pipete, High Sensitivity DNA 
čip, stojalo s siringo, vibracijsko mešalo, analizator Agilent 2100 Bioanalyzer. 
 
Reagenti: gel (High Sensitivity DNA Kit, angl. Gel-Dye Mix), označevalec (angl. marker), 
lestvica, vzorec. 
 
Delovni postopek: DNA čip smo postavili v stojalo s siringo za ustvarjanje pritiska. V za to 
namenjeno luknjico na čipu smo nanesli 9 µL gela, zaprli pokrov stojala in s siringo za 1 
minuto ustvarili pritisk na vdolbinici čipa z dodanim gelom. Po eni minuti smo sprostili 
siringo, odprli pokrov stojala in napolnili ostale luknjice po postopku na Sliki 7.  
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        Slika 7: Shema pipetiranja na čip High Sensitivity DNA. 
 
Po končanem pipetiranju smo čip položili na vibracijsko mešalo za 1 minuto. Nato smo čip 
vstavili v aparat in zagnali program. Rezultat je graf, s katerega smo odčitali dolžino 
fragmentov in koncentracijo DNA. 
 
3.2.4.16 PRIPRAVA KNJIŽNICE DNA NA SEKVENCIRANJE 
 
Reagenti: TruSight One Sequencing Panel Kit (Illumina) - pufer za resuspenzijo (RSB – 
angl. Resuspension buffer, hibridizacijski pufer (HT1), 1.0 N NaOH, voda, vzorec –
knjižnica DNA 
 
Delovni postopek: Najprej smo razredčili DNA knjižnico do koncentracije 1,2 nM tako, da 
smo zmešali 4 µL DNA knjižnice in resuspenzijski pufer, katerega volumen smo izračunali 
po Enačbi 4. 
 
𝑉(𝐷𝑁𝐴 𝑘𝑛𝑗. +𝑅𝑆𝐵) =
𝑐(𝐷𝑁𝐴 𝑘𝑛𝑗. ) × 𝑉(𝐷𝑁𝐴 𝑘𝑛𝑗. )
𝑐(𝐷𝑁𝐴 𝑘𝑛𝑗. 𝑘𝑜𝑛č𝑛𝑎)
     
 𝑉(𝑅𝑆𝐵) = 𝑉(𝐷𝑁𝐴 𝑘𝑛𝑗. +𝑅𝑆𝐵) − 𝑉(𝐷𝑁𝐴 𝑘𝑛𝑗. ) 
 
 Enačba 4: Izračun volumna resuspenzijskega pufra. 
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Nato smo pripravili sveže razredčen NaOH tako, da smo v epruveti zmešali 800 µL vode in 
200 µL 1.0 N NaOH. Epruveto smo zaprli in jo premešali z obračanjem. DNA knjižnico smo 
denaturirali tako, da smo v epruveto napipetirali 5 µL DNA knjižnice in 5 µL NaOH. 
Epruveto smo zaprli, jo pretresli na vibracijskem mešalniku, centrifugirali 1 minuto na 280 
g in inkubirali 5 minut na sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo dodali 990 µL 
hibridizacijskega pufra, ki je bil ohlajen na 2–8ºC in vsebino epruvete nato ročno premešali.  
 
3.2.4.17 SEKVENCIRANJE DNA KNJIŽNICE 
 
Reagenti: reagenčna kartuša, pretočna celica, voda, izpiralni pufer (PR2), vzorec  - 
razredčena in denaturirana DNA knjižnica. 
 
Delovni postopek: Najprej smo pripravili reagenčno kartušo, in sicer smo jo odtajali v vodni 
kopeli sobne temperature, kjer smo jo pustili med 60 in 90 minut. Ko se je reagenčna kartuša 
odtajala, smo jo vzeli iz vodne kopeli in osušili. Nato smo v reagenčno kartušo napipetirali 
600 µL vzorca. V naslednjem koraku smo pripravili pretočno celico, ki smo jo vzeli iz 
posodice za shranjevanje in jo nežno sprali z vodo, da smo odstranili preostanek 
shranjevalnega pufra. S staničevino smo nato previdno odstranili vso vodo, ki se je nahajala 
na njej. Pretočno celico smo nato obrisali še z alkoholnimi robčki, da smo odstranili vse 
nečistote, in jo osušili. Vizualno smo pregledali, če je pretočna celica primerno očiščena in 
če med njeno pripravo ni prišlo do poškodbe, ter jo nato vstavili v aparat za sekvenciranje 
Illumina MiSeq. V aparat smo vstavili še izpiralni pufer, prazno posodo za odpad in 
reagenčno kartušo z vzorcem ter pričeli s sekvenciranjem. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 34 
3.2.5 ANALIZA PODATKOV 
 
Analizo podatkov smo opravili po shemi, prikazani na Sliki 8. 
Slika 8: Shema poteka analize podatkov. 
 
3.2.5.1 PRIMARNA ANALIZA PODATKOV 
 
S sekvenciranjem naslednje generacije smo pridobili surove podatke oz. surova 
zaporedja (datoteka fastq), ki smo jih nato obdelali s primarno bioinformatično analizo. 
Primarna bioinformatična analiza se izvaja na sekvenatorju Illumina MiSeq in je vključevala 
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odstranitev adaptorskih zaporedij in naleganje zaporedij na referenčni genom (angl. 
alignment), v našem primeru na GRCh37. V okviru tega koraka smo sekvenciranim 
zaporedjem določili tudi pokritost regij preiskovanih genov (gostote naleganih prebranih 
zaporedij), v katerih smo določali spremembe. V naslednjem koraku analize smo določili 
spremembe v preiskovanih zaporedjih glede na referenčni genom (angl. variant calling) in 
izračunali genetske spremembe v številu kopij. Na koncu smo izvedli še pregled kakovosti 
vseh podatkov. Glavni podatki, ki smo jih pridobili s primarno bioinformatično analizo sta 
bili datoteki bam in vcf. Bam datoteka nosi podatke mesta naleganja prebranih zaporedij 
glede na referenčni genom. VCF (variant call format) pa je datoteka, ki nosi podatke o 
posameznih genetskih spremembah, lokaciji spremembe glede na referenčni genom, 
referenčno zaporedje, spremembo zaporedja in pokritost zaporedja na tem mestu.  
 
3.2.5.2 SEKUNDARNA ANALIZA PODATKOV  
 
Po primarni smo izvedli še sekundarno analizo podatkov oz. anotacijo sprememb v 
programu VarAft. V tej stopnji analize je program VarAft poiskal povezave med 
spremembami nukleotidnega zaporedja in že znanimi informacijami o teh spremembah v 
zbirkah podatkov o humanih genetskih spremembah, ki so povezane z ravojem bolezni (npr. 
ClinVar) ali v zbirkah podatkov genetskih sprememb v splošni populaciji (npr. ExAc, 
dbSNP). Tako smo za vsako genetsko spremembo pridobili NM in rs številko, informacijo 
o pogostosti spremembe v splošni populaciji, patološkosti oz. benignosti in o spremembi, ki 
jo povzroči na proteinskem (aminokislinskem) nivoju. Poleg tega smo s programom VarAft 
preračunali pojavnost (frekvenco) posamezne genetske spremembe v skupini z izgubo sluha 
in kontrolni skupini. Pridobljene podatke smo uvozili v Excel (Excel, Pisarniški komplet MS 
Office 2016), kar nam je omogočilo pregledno urejanje podatkov. V prvem koraku smo 
združili genetske spremembe skupine z izgubo sluha in kontrolne skupine ter odstranili 
dvojnike (spremembe, ki so se pojavile dvakrat, ker so bile prisotne tako v skupini z izgubo 
sluha kot v kontrolni skupini) z ukazom “Remove duplicates” (Excel  Data  Remove 
Duplicates). V Excelu smo potem izvedli primarno filtriranje, in sicer smo s pomočjo ukaza 
“Filter” (Excel  Data  Filter) odstranili vse spremembe, ki se v splošni populaciji 
pojavljajo pogosteje kot v 5 %. Nato smo vsaki genetski spremembi pripisali frekvenco 
pojavljanja v skupini z izgubo sluha in kontrolni skupini s pomočjo funkcije INDEX in 
MATCH (Preglednica XII). Frekvence smo med seboj odšteli s pomočjo funkcije odštevanja 
 36 
(Preglednica XII). Glede na velikost razlik v frekvencah smo genetske spremembe 
razporedili z ukazom “Sort” (Excel  Data  Sort). Stopnjo genetskih sprememb smo 
določili tako, da smo iz seznama sprememb pripravili seznam genov, v katerih se te 
pojavljajo. Ločeno za skupino z izgubo sluha in kontrolno skupino smo prešteli število vseh 
sprememb v določenem genu s pomočjo funkcije COUNTIF (Preglednica XII). Pred tem 
smo z ukazom “Filter” (Excel  Data  Filter) izločili vse spremembe, ki so se pojavljale 
v homozigotni obliki v kontrolni skupini, saj te spremembe najverjetneje niso vzrok izgube 
sluha. Ker število sprememb v genih narašča z dolžino (v daljših genih je običajno več 
sprememb kot v krajših), smo število sprememb normalizirali na dolžino prepisa gena. 
Dolžino prepisa smo pridobili s pomočjo spletne strani Ensembl in njihovega orodja 
BioMart. V progamskem orodju Excel pa smo posameznemu genu dolžino pripisali s 
pomočjo funkcije INDEX in MATCH (Preglednica XII). Normalizacijo smo izvedli po 
Enačbi 5 s funkcijo deljenja (Preglednica XII). 
 
𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑖𝑟𝑎𝑛𝑜 š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑠𝑝𝑟𝑒𝑚𝑒𝑚𝑏 =
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑟𝑎𝑧𝑙𝑖č𝑛𝑖ℎ 𝑠𝑝𝑟𝑒𝑚𝑒𝑚𝑏 𝑣 𝑑𝑜𝑙𝑜č𝑒𝑛𝑒𝑚 𝑔𝑒𝑛𝑢
𝑑𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑎 [𝑘𝑏]
 
Enačba 5:Izračun normaliziranega števila sprememb v določenem genu. 
 
Na podlagi normaliziranega števila vseh sprememb smo s funkcijo deljenja določili stopnjo 
genetskih sprememb po Enačbi 6 (Preglednica XII). 
 
𝑠𝑡𝑜𝑝𝑛𝑗𝑎 𝑔𝑒𝑛. 𝑠𝑝𝑟. 𝑣 𝑑𝑜𝑙𝑜č𝑒𝑛𝑒𝑚 𝑔𝑒𝑛𝑢 =
𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑖𝑟𝑎𝑛𝑜 š𝑡. 𝑠𝑝𝑟𝑒𝑚𝑒𝑚𝑏 𝑣 𝑑𝑜𝑙𝑜č𝑒𝑛𝑒𝑚 
𝑔𝑒𝑛𝑢 𝑝𝑟𝑖 𝑙𝑗𝑢𝑑𝑒ℎ 𝑧 𝑖𝑧𝑔𝑢𝑏𝑜 𝑠𝑙𝑢ℎ𝑎
𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑖𝑟𝑎𝑛𝑜 š𝑡. 𝑠𝑝𝑟𝑒𝑚𝑒𝑚𝑏 𝑣 𝑑𝑜𝑙𝑜č𝑒𝑛𝑒𝑚
𝑔𝑒𝑛𝑢 𝑣 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑛𝑖 𝑠𝑘𝑢𝑝𝑖𝑛𝑖
 
Enačba 6: Izračun stopnje genetskih sprememb v določenem genu. 
 
Če je stopnja genetskih sprememb okrog 1, to pomeni, da je število sprememb v določenem 
genu približno enako tako v skupini z izgubo sluha kot v kontrolni skupini. Stopnja genetskih 
sprememb manjša od 1 pomeni, da so spremembe pogostejše v kontrolni skupini kot v 
skupini z izgubo sluha. Vrednost stopnje genetskih sprememb večja od 1 pa pomeni, da so 
spremembe v določenem genu pogostejše v skupini z izgubo sluha kot v kontrolni skupini. 
V natančnejši pregled smo vključili vse gene, v katerih je bila stopnja genetskih sprememb 
večja kot 3. Tako izbrane gene smo na podlagi že poročanih rezultatov v literaturi skušali 
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povezati z možnostjo vpliva na izgubo sluha. Gene, pri katerih smo odkrili možne povezave 
z izgubo sluha, smo vnesli v program VarAft in po anotaciji pregledali rezultate. Iz 
podrobnejše analize smo izločili spremembe, ki se v splošni populaciji pojavljajo v več kot 
1 % in spremembe, katerih pokritost je bila manj kot 20-kratna. V zadnjem koraku smo 
preverili prisotnost patoloških sprememb glede na zbirko genetskih sprememb pri bolnikih 
z izgubo sluha (DVD), v katero so vnešene vse do sedaj znane spremembe povezane z izgubo 
sluha. S pomočjo Excela smo s funkcijama INDEX in MATCH genetskim spremembam 
(Preglednica XII), ki so prisotne v skupini z izgubo sluha in kontrolni skupini, pripisali 
podatke o patološkosti in boleznih glede na zbirko DVD. Podatke smo nato filtrirali z 
ukazom “Filter” (Excel  Data  Filter) tako, s čimer smo obdržali vse spremembe, ki so 
patološke oz. najverjetneje patološke in povzročajo eno izmed oblik izgube sluha.  
 
Preglednica XII: Funkcije, uporabljene v programu Excel (55–57). 
Funkcija Opis Sintaksa 
INDEX Vrne vrednost ali sklic na 
vrednost v tabeli ali obsegu. 
=INDEX(matrika; 
št_vrstice; [št_stolpca]) 
MATCH V obsegu celic išče določen 
element in vrne relativen 
položaj tega elementa v 
obsegu. 
=MATCH(iskana_vrednost; 
matrika_ujemanja; 
[vrsta_ujemanja]) 
odštevanje Odšteje eno število od 
drugega. 
=prva_celica-druga_celica 
COUNTIF Vrne število celic, ki 
ustrezajo pogoju. 
=COUNTIF(celice_iskanja; 
pogoj)  
deljenje Deli dve števili. =prva_celic/druga_celica 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 ANALIZA GENETSKIH SPREMEMB GENOV GJB2 IN GJB6 
 
V analizo genetskih sprememb genov GJB2 in GJB6 smo vključili 103 preiskovance. 47 
preiskovancev je bilo moškega in 56 ženskega spola. Najmlajša oseba je bila stara manj kot 
eno leto, najstarejša 69 let, povprečna starost je bila 26 let. Pri 35 preiskovancih smo odkrili 
genetske spremembe v genu GJB2, pri čemer so bile pri 23 spremembe prisotne v obeh alelih 
gena GJB2 in tako vzrok izgube sluha, pri 12 preiskovancih pa so bile genetske spremembe 
prisotne samo v enem alelu (Preglednica XIII). Genetska sprememba 
NM_004004.6:c.del35G (NP_003995.2:p.Gly12Valfs) je bila prisotna pri 26 preiskovancih, 
od tega so bile pri 19 genetske spremembe v genu GJB2 tudi vzrok izgube sluha. 
Najpogostejši vzrok izgube sluha je bila homozitogna sprememba NM_004004.6:c.35delG, 
in sicer je bila ta vzrok pri 10 od 23 preiskovancev. Homozigotov za spremembe v genu 
GJB2 je bilo 13, 10 preiskovancev pa je bilo sestavljenih heterozigotov (Preglednica XIII). 
Število vseh različnih sprememb v genu GJB2 je bilo 14, pri čemer je v zbirki DVD 
sprememba NM_004004.6:c.457G>A (NP_003995.2:p.Val153Ile) zavedena kot benigna, 
NM_004004.6: c.584T>C (NP_003995.2:p.Met195Thr) kot verjetno patološka, vse ostale 
spremembe pa so patološke. Z analizo genetskih sprememb gena GJB6 nismo določili 
nobene spremembe, niti patološke niti benigne.  
 
Preglednica XIII: Rezultati analize genetskih sprememb gena GJB2. 
 Genotip oseb, kjer so spremembe vzrok 
izgube sluha 
Število oseb s prisotnim genotipom 
1 NM_004004.6:c.[35delG];[313_326del14] 1 
2 NM_004004.6:c.[35delG];[c.235delC] 1 
3 NM_004004.6:c.[551G>C];[551G>C] 1 
4 NM_004004.6:c.[35delG];[35delG] 10 
5 NM_004004.6:c.[35delG];[101T>C] 3 
6 NM_004004.6:c.[109G>A];[109G>A] 1 
7 NM_004004.6:c.[35delG];[246C>G] 2 
8 NM_004004.6:c.[35delG];[269T>C] 2 
9 NM_004004.6:c.[246C>G];[246C>G] 1 
10 NM_004004.6:c.[35delG];[109G>A] 1 
 
 Genotip oseb, kjer spremembe v taki obliki 
niso vzrok izgube sluha 
Število oseb s prisotnim genotipom 
1 NM_004004.6:c.[380G>T];[=] 1 
2 NM_004004.6:c.[584T>C];[=] 1 
3 NM_004004.6:c.[35delG];[=] 7 
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4 NM_004004.6:c.[457G>A]:[=] 1 
5 NM_004004.6:c.[250G>A];[=] 1 
6 NM_004004.6:c.[71G>A];[=] 1 
 
Patološke spremembe v genu GJB2 so bile prisotne pri 32 % bolnikov, kar se sklada z 
raziskavo iz leta 2011, ki so jo opravili na slovenski populaciji bolnikov s kongenitalno 
izgubo sluha (46). V njej so namreč ugotovili, da je bila genetska sprememba v genu prisotna 
v 33 %. Rahlo nižji je bil pri nas odstotek homozigotov za spremembe v alelu GJB2, in sicer 
22,1 %, v raziskavi iz leta 2011 pa je bilo takšnih bolnikov 26,55 %. Višji je bil odstotek 
heterozigotov, in sicer 11,6 %, v raziskavi iz leta 2011 pa 6,5 % (46). V 64 % alelov s 
prisotno spremembo se je nahajala sprememba NM_004004.6:c.del35G. Odkrili smo tudi 
patološke spremembe, ki so sicer značilne predvsem za druge dele sveta. Tako je bila v enem 
alelu prisotna sprememba NM_004004.6:c.235delC (NP_003995.2:p.Leu79CysfsTer3), ki 
je najpogostejša vzročna sprememba za izgubo sluha v vzhodni Aziji in v enem alelu 
spremembo NM_004004.6:c.71G>A (NP_003995.2:p.Trp24Ter), značilno za indijsko 
podcelino. V 5,1 % vseh alelov s spremembo je bila prisotna sprememba 
NM_004004.6:c.109G>A (NP_003995.2:p.Val37Ile), ki je najpogostejša pri bolnikih z 
izgubo sluha v jugovzhodni Aziji (58). Rezultati pritrjujejo ugotovitvam mnogih raziskav, 
da je sprememba NM_004004.6:c.35delG najpogostejša sprememba v genu GJB2 v 
evropski populaciji (23,46,58). Prav tako rezultati sovpadajo z raziskavama na slovenski 
populaciji iz leta 2011 in 2012, kljub temu da so bili naši vključitveni in izključitveni kriteriji 
ohlapnejši, zaradi česar lahko sklepamo, da se prisotnost in frekvenca genetskih sprememb 
v genu GJB2 bistveno ne razlikuje glede na delitev po časovnem nastanku in anatomskem 
mestu okvare (46,59). V našem primeru namreč nismo imeli dostopa do kliničnih podatkov 
preiskovancev, zaradi česar smo v analizo vključili vse preiskovance, katerih napotna 
diagnoza je bila izguba sluha, ne glede na to, ali je bila izguba sluha kongenitalna, 
progresivna, obojestranska, enostranska...  
V genu GJB6 nismo odkrili nobenih genetskih sprememb, ki so sicer v določenih 
populacijah zelo pogoste, npr. v Španiji, kjer so drugi najpogostejši vzrok za izgubo sluha 
(60). V slovenski populaciji so očitno redke, saj tudi v raziskavi iz leta 2011 niso odkrili 
sprememb v genu GJB6 (46), v raziskavi iz leta 2012 pa so odkrili spremembo v enem alelu 
(59). 
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4.2 ANALIZA DRUGIH GENOV POVEZANIH Z IZGUBO SLUHA  
 
Preiskovance, pri katerih pri analizi genov GJB2 in GJB6 nismo prepoznali 
sprememb, ki bi lahko bile vzročne za izgubo sluha, smo vključili v nadaljno analizo z 
metodo naslednje generacije sekvenciranja. Tako je bilo sekvenciranih 80 preiskovancev, 
pri katerih smo podrobneje analizirali 111 genov (panel genov), povezanih izgubo sluha. 
Spremembe v genih smo določili pri 25 preiskovancih, kar predstavlja 31 % (Slika 9).  
 
Slika 9: Grafična predstavitev rezultatov določanja vzrokov izgube sluha s sekvenciranjem 
naslednje generacije.  
 
Spremembe smo določili v 19 različnih genih povezanih z izgubo sluha pri 25 preiskovancih, 
od tega je bilo 21 preiskovancev heterozigotov, 3 preiskovanci sestavljeni heterozigoti in 1 
preiskovanec homozigot za opredeljeno spremembo. Preiskovance smo razporedili v 3 
skupine (Preglednica XIV). V prvi skupini so preiskovanci s spremembami, ki ne zadoščajo 
za genetsko opredelitev vzroka izgube sluha. Spremembe so sicer lahko patološke, vendar 
so prisotne npr. v heterozigotni obliki, zaradi česar lahko sklepamo, da zaradi avtosomno 
recesivnega dedovanja niso vzrok izgube sluha. V drugi skupini so preiskovanci z verjetno 
patološkimi spremembami, ki bi lahko bile vzrok, vendar o tem ne moremo dokončno 
sklepati, saj v literaturi in zbirkah podatkov niso opisane. V zadnji, tretji skupini, so 
preiskovanci, pri katerih genetske spremembe dokončno pojasnijo vzrok izgube sluha. 
 
69 % 31 % 56 % 
28 % 
16 % 
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Preglednica XIV: Preiskovanci in njihov genotip. 
1 PREISKOVANCI S SPREMEMBAMI NEZNANEGA POMENA, VERJETNO PATOLOŠKIMI ALI PATOLOŠKIMI SPREMEMBAMI, PRI 
KATERIH SPREMEMBA V TEJ OBLIKI NE ZADOŠČA ZA GENETSKO 
OPREDELITEVVZROKA IZGUBE SLUHA 
pacient gen spremembe 
1 MYO15A NM_016239:c.[6614C>T];[=] 
2 ILDR1 NM_001199799:c.[307G>A];[=] 
3 ILDR1 NM_001199799:c.[307G>A];[=] 
4 PDZD7 NM_001195263c.[1114A>T]:[=] 
5 MYO15A NM_016239:c.[1288G>A];[=] 
6 USH2A NM_206933:c.[11864G>A];[=] 
7 ADGRV1 NM_032119.4:c.[5944dupT];[=] 
8 USH2A NM_206933:c.[10852G>A;908G>A];[=] 
9 COL4A3 NM_000091.4:c.[3321_3329delAAGTCCTGG];[=] 
10 MYO7A NM_000260:c.[905G>A];[=] 
11 TECTA NM_005422:c.[1123G>A];[=] 
12 TECTA NM_005422:c.[5762T>C];[=] 
13 WFS1 NM_001145853:c.[2437G>A];[=] 
14 EYA4 NM_001301012:c.[1127T>G];[=] 
2 PREISKOVANCI Z VERJETNO PATOLOŠKIMI SPREMEMBAMI, KI SO V TEJ OBLIKI POTENCIALNO LAHKO VZROK IZGUBE SLUHA 
pacient gen spremembe 
15 SLC17A8 NM_001145288:c.[389G>A];[=] 
16 MYO7A NM_000260:c.[347G>T];[=] 
17 TBC1D24 NM_001199107:c.[32A>G];[=] 
18 MYO7A NM_000260:c.[3503G>A];[=] 
19 GJB2 NM_004004.6:c.[35delG];[=] 
GJB3 NM_001005752:c.[580G>A];[=] 
MYH14 NM_024729:c.[4394G>T];[=] 
20 POU3F4 NM_000307:c.[625G>C];[=] 
TMPRSS3 NM_024022.2:c.[208delC];[=] 
21 MYO15A NM_016239:c.[3832C>T(;)9303+5G>A] 
WFS1 NM_001145853:c.[2017T>C]:[=] 
3 PREISKOVANCI S SPREMEMBAMI, KI OMOGOČAJO GENETSKO OPREDELITEVZA IZGUBO SLUHA 
pacient gen spremembe 
22 USH2A NM_206933:c.[11864G>A];[11864G>A] 
23 ISH2A NM_206933:c.[11864G>A(;)1337delA] 
24 COL4A4 NM_000092:c.[2189C>T(;)5029C>T] 
25 PAX3 NM_181457:c.[667C>T];[=] 
11 genov, v katerih smo določili spremembe, je povezanih z avtosomno recesivno izgubo 
sluha, 5 genov tako z avtosomno recesivno kot avtosomno dominatno, 2 gena z avtosomno 
dominantno in 1 gen z X-vezano izgubo sluha (61). Ta razporeditev je pričakovana, glede 
na to da je velika večina izgub sluha avtosomno recesivnih, medtem ko avtosomno 
 42 
dominantna in X-vezana izguba sluha predstavljata manjši delež (6). Pri dveh preiskovancih 
je bila, sicer v heterozigotni obliki, prisotna genetska sprememba 
NM_001199799:c.307G>A (NP_001186729.1:p.Ala103Thr) v genu ILDR1. Ker se izguba 
sluha v genu ILDR1 deduje avtosomno recesivno, omenjena genetska sprememba 
samostojno ne more biti vzrok izgube sluha. Da bi bila takšna sprememba lahko vzrok za 
izgubo sluha, bi morala biti prisotna tudi sprememba na drugem alelu gena ILDR1, ki je z 
našim pristopom nismo opredelili. Res pa je, da s tem pristopom nismo izključili prisotnost 
delecij, ki bi zajemale večje področje gena. Kljub temu pa je prisotnost spremembe v genu 
ILDR1 nekoliko nepričakovana. Izguba sluha zaradi spremembe v omenjenem genu je 
namreč zelo redka oblika izgube sluha, ki se večinoma pojavlja predvsem pri potomcih v 
sorodstveno povezanih družinah v Pakistanu, Savdovi Arabiji, Turčiji in Iranu (62–65). Prvi 
primer izgube sluha zaradi genetske spremembe v genu ILDR1 (sprememba 
NM_001199799:c.942C>A (NP_001186728.1:p.Cys314Ter)) v evropski populaciji pa je bil 
sicer odkrit ravno v Sloveniji in opisan v članku iz leta 2017 (48). Glede na to da je bil v 
slovenski populaciji že potrjen primer izgube sluha v genu ILDR1, prav tako pa smo tudi mi 
določili prisotnost heterozigotne genetske spremembe v tem genu lahko sklepamo, da so 
spremembe v genu ILDR1 pogostejše, kot bi pričakovali glede na dosedanje podatke. To je 
lahko posledica zgodovinskih okoliščin, kot so turški vpadi in migracije, ali pa je to 
geografska posebnost, podobno kot genetske spremembe v genu TMPRSS3. Raziskava iz 
leta 2016 na slovenski populaciji namreč poroča, da so genetske spremembe v omenjenem 
genu vzrok senzorinevralne izgube sluha v 13 % primerov (47). Zanimivo je, da smo v našem 
primeru odkrili samo eno spremembo v genu TMPRSS3, ki je bila prisotna v heterozigotni 
obliki. V genu je bila prisotna sprememba NM_024022.2:c.208delC 
(NP_076927.1:p.His70ThrfsTer19), ki je tudi najpogostejša genetska sprememba v 
raziskavi iz leta 2016, kljub temu pa se naši ostali rezultati ne skladajo z omenjeno raziskavo 
(47). Ti se bolj skladajo z raziskavami, ki poročajo, da naj bi bile genetske spremembe v 
genu TMPRSS3 vzrok za izgubo sluha v manj kot 1 % evropske populacije (66). Uspešnost 
postavitve diagnoze izgube sluha s pomočjo sekvenciranja naslednje generacije je bila v 
našem primeru 5 % (upoštevajoč paciente s spremembami, ki omogočajo nedvoumno 
opredelitev genetskega vzroka izgube sluha). Skupaj z določanjem sprememb v genih GJB2 
in GJB6 pa je uspešnost postavitve diagnoze  26 %. Podatki iz literature glede uspešnosti 
določanja diagnoze s sekvenciranjem naslednje generacije so različni. Vona et al. navajajo, 
da so pri 12 od 22 GJB2 negativnih družin (54 % uspešnost) s sekvenciranjem naslednje 
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generacije opredelili spremembe, ki so bile vzrok izgube sluha (67). Sommen et al. so s 
sekvenciranjem naslednje generacije pri 5,4 % GJB2 negativnih preiskovancev opredelili 
spremembe, ki so vzrok izgube sluha, ocenjujejo pa da bi bila skupaj z rezultati 
sekvenciranja gena GJB2 uspešnost med 25-30 % (68). Zazo Seco et al. pa npr. poroča, da 
so s sekvenciranjem naslednje generacije pri 33,5 % preiskovancev opredelili spremembe, 
ki so vzrok izgube sluha, vključno s spremembami v genu GJB2 (69). Skupna uspešnost 
postavitve diagnoze (določanje sprememb v genu GJB2 s sekvenciranjem po Sangerju in 
določanje sprememb s sekvenciranjem naslednje generacije) je pri nas torej podobna kot 
drugod. Predhodno sekvenciranja po Sangerju in določanje sprememb v genih GJB2 in 
GJB6 je pri nas potrebno iz dveh razlogov. Bolezenske spremembe v genu GJB2 so 
najpogostejši vzrok nesindromske izgube sluha in se zato iz praktičnih razlogov pri 
preiskovancih z izgubo sluha najprej analizira ta gen. Prav tako pa je pokritost teh genov pri 
sekvenciranju naslednje generacije dokaj slaba. GC bogate regije v začetnih delih kodirajoče 
regije, kjer so genetske spremembe, se slabo pomnožujejo, zaradi česar je količina podatkov 
za diagnostiko nezadostna (manjša kot 30-kratna pokritost) in detekcija genetskih sprememb 
v teh regijah posledično slabo (Slika 10).  
Poleg 4 preiskovancev pri katerih smo dokončno opredelili genetski vzrok izgube sluha, smo 
identificirali 7 preiskovancev z verjetno patološkimi spremembami, ki so potencialno lahko 
vzrok izgube sluha (spremembe bi lahko bile vzrok, vendar o tem ne moremo dokončno 
sklepati). Pri potrjevanju si pomagamo z različnimi zbirkami podatkov in s programskimi 
Slika 10: Pokritost eksona 2 gena GJB2. Rdeča barva – pokritost manjša od 10; rumena 
barva – pokritost med 10 in 20; modra barva – pokritost večja od 20. 
 44 
orodji, ki opredeljujejo patološkost genetskih sprememb, kot so SIFT, Mutation Taster in 
CADD, vendar to pogosto ni dovolj za dokončno potrditev diagnoze. V teh primerih se 
dodatno priporoča opredelitev segregacije spremembe pri starših bolnika oz. pri drugih 
članih družine, ki imajo podobno klinično sliko. S tem se lahko izboljša napoved, ali gre 
dejansko za vzročno bolezensko spremembo ali ne. Če bi 7 preiskovancev, pri katerih je 
sprememba potencialno vzrok izgube sluha, opredelili kot zagotovo vzročne, bi bila naša 
uspešnost pri potrjevanju diagnoze višja, in sicer 14 %, upoštevajoč preiskovance s 
spremembami v genu GJB2 pa 33 %. 
 
4.3 ANALIZA VARIOMA 
 
80 preiskovancev, ki smo jih vključili v analizo genov povezanih z izgubo sluha, smo 
vključili tudi v analizo varioma. Pri analizi varioma slovenskih bolnikov z izgubo sluha 
nismo analizirali samo sprememb v genih povezanih z izgubo sluha, ampak smo vključili 
spremembe v 4813 genih. Vseh sprememb pri osebah z izgubo sluha je bilo 43492. Poleg 
oseb z izgubo sluha smo v analizo varioma vključili tudi 167 oseb brez izgube sluha oz. 
stanji, ki niso povezani z izgubo sluha. S pomočjo sekvenciranja naslednje generacije smo 
pri njih opredelili 62613 sprememb nukleotidnega zaporedja v 4813 genih. Združeno je vseh 
unikatnih sprememb, ki se pojavljajo pri osebah z izgubo sluha ali v kontrolni skupini ali v 
obeh skupinah 75809.  
 
4.3.1 PRIMERJAVA RAZLIK FREKVENC SPREMEMB NUKLEOTIDNEGA 
RAZMERJA V GENIH MED PREISKOVANCI Z IZGUBO SLUHA IN 
KONTROLNO SKUPINO 
 
Primerjali smo frekvence heterozigotnih in homozigotnih sprememb med bolniki z izgubo 
sluha in kontrolno skupino. V preglednici XV so navedeni geni, pri katerih je bila razlika v 
frekvencah sprememb nukleotidnega zaporedja največja, pri čemer so spremembe 
pogostejše v skupini z izgubo sluha. Največjo razliko smo odkrili pri spremembah v genu 
HLA-DRB5 pri heterozigotnih osebah. Podobne razlike smo opredelili tudi pri homozigotnih 
osebah. Veliko število sprememb v genih HLA je pričakovano, saj se ti nahajajo v najbolj 
polimorfnih regijah v človeškem genomu, vendar bi pričakovali tudi visok delež sprememb 
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Preglednica XV: Geni z največjimi razlikami v frekvencah sprememb nukleotidnega 
zaporedja med skupino z izgubo sluha in kontrolno skupino. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
v kontrolni skupini (70). HLA-DRB5 do sedaj še ni bil povezan z izgubo sluha, znano pa je, 
da je frekvenca določenih alelov v HLA-A, -B in -DRB1 značilno višja pri bolnikih z nenadno 
izgubo sluha kot v kontrolni skupini. Dokazano naj bi bil HLA-DRB1*14 povezan z večjo 
možnostjo razvoja nenadne izgube sluha in slabšo prognozo (71). Določene različice alela 
HLA-DRB5 se značilno bolj pogosto izražajo pri multipli sklerozi (72). V našem primeru pa 
bi velika razlika v frekvencah genetskih sprememb v genu HLA-DRB5 med skupino z izgubo 
sluha in kontrolno skupino lahko nakazovala tudi na povezavo sprememb v nukleotidnem 
zaporedju tega gena z razvojem izgube sluha. Med 12 genov z največjo razliko v frekvencah 
sprememb nukleotidnega zaporedja med kontrolno skupino in skupino preiskovancev z 
izgubo sluha spada tudi gen MIAT. Raziskave so pokazale, da določeni polimorfizmi v 
omenjenem genu povečujejo verjetnost za starostno  izgubo sluha (73). Glede na to, da so 
bili v našo raziskavo vključeni tudi starejši posamezniki je možno, da je pri določenih 
preiskovancih prisotna starostna izguba sluha, kar bi lahko nakazovala višja prisotnost 
genetskih sprememb v skupini bolnikov kot pa v kontrolni skupini. Gen MIAT namreč vpliva 
na miR-29b/SIRT1/PGC-1𝛼 signalno pot in s tem na apoptozo dlačnic, ki je pri 
posameznikih s polimorfizmi v tem genu posledično bolj izražena (73).  
 
 
 
 
 gen (heterozigtne spremembe) gen (homozigotne spremembe) 
1 HLA-DRB5 UGT2A1;UGT2A2 
2 DSCR8 GSTT2;GSTT2B 
3 DGCR5 HLA-DRB5 
4 PRDM9 CASC16 
5 LMF1 COL6A4P2 
6 MTUS1 HAVCR1 
7 VSX1 IPW 
8 MIAT HLA-DRB1 
9 KRT74 TAS2R43 
10 OVGP1 MIAT 
11 SULT2B1 ZNF507 
12 EPAS1 INPP5E 
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4.3.2 STOPNJA GENETSKIH SPREMEMB V POSAMEZNIH GENIH  
 
Preglednica XVI: Geni s stopnjo genetskih sprememb večjo kot 3. 
GEN 
STOPNJA 
GENETSKIH 
SPREMEMB 
PROTEIN 
USP9Y 14,0 
Ubikvitin karboksil-terminalna hidrolaza FAF-Y, ki 
je vpletena v preurejanje ubikvitinskih prekurzorjev 
in ubikvitiniranih proteinov (74).   
NLGN4Y 8,0 
Neuroligin, ki je membranski protein živčnih celic 
in je vpleten v interakcije med celicami (75).  
FOXE1 6,0 
“Forkhead box protein E1”,ki spada v družino 
transkripcijskih faktorjev FOX (76).   
GSTT1 6,0 
Glutation S-transferaza theta-1, ki ima glutation 
peroksidazno aktivnost (77).  
MSRB3 5,7 
Metionin R-sulfoksid reduktaza B3, ki je 
pomemben pri obrambi pred oksidativnim stresom 
(78).  
CDKN2B 5,0 
Protein, ki vstopa v interakcijo s CDK4 in CDK6 
ter naj bi vplival na celični cikel (79). 
CCNQ 5,0 
Ciklin-Q aktivira ciklin za s ciklini povezano 
kinazo CDK10 (80).   
DLG3 5,0 
Protein je del družine MAGUK proteinov, ki imajo 
pomembno vlogo v organizaciji receptorjev in 
signalizaciji znotraj sinapse (81).  
IFITM3 5,0 
Z interferoni aktiviran transmembranski protein 3 je 
protivirusni protein, ki vpliva na znotrajcelično 
homeostazo holesterola (82). 
YARS2 5,0 
Tirozinska tRNA ligaza, ki naj bi bila pomembna 
pri diferenciaciji mišičnih celic (83). 
NR0B1 5,0 
Protein spada v družino jedrnih receptorjev in 
deluje kot koregulatorni protein, ki inhibira 
transkripcijsko aktivnost drugih jedrnih receptorjev 
(84). 
COX7A1 4,9 
Citokrom c oksidaza, ki katalizira transport 
elektronov z reduciranega citokroma C na 
molekularni kisik (85).  
SRY 4,7 
“Serendipity locus protein delta”, ki je pomemben 
pri spolni diferenciaciji (86).   
TBL1Y 4,2 
“F-box-like”, ki se specifično izraža v prostati in 
polžu in vpliva na njun razvoj (87).  
SRD5A2 4,0 
3-okso-5-alfa-steroid 4-dehidrogenaza 2, ki 
katalizira reakcijo pretvorbe testosterona v 
dihidrotestosteron (88).  
INSL3 4,0 
“Inzulinu podoben protein 3”, ki je pomemben pri 
delovanju testisov in je ligand za LGR8 receptor 
(89).   
ACSL4 4,0 
“Long-chain-fatty-acid—CoA ligase 4”, ki je 
pomemben pri transportu koencima A na prosto 
maščobno kislino (90).  
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ACVR2B 4,0 
Aktivin receptor tipa 2B, ki sodeluje pri prenosu 
aktivinskega signala iz celične površine v 
citoplazmo (91).  
PDYN 4,0 
Proenkefalin-B, ki je prekurzor različnih 
nevropeptidov (92). 
TUBA1A 4,0 
Tubulin alfa-1A veriga, ki je eden glavnih sestavnih 
delov mikrotubulov (93). 
TMIGD3 4,0 
Protein vsebujoč transmembransko domeno 
(“transmembrane domain-containing protein”), ki 
naj bi deloval tumor supresivno pri osteosarkomu 
(94).  
ZMYND11 4,0 
Cinkov prst 11 vsebujoč domeno MYND, ki veže 
H3.3 histon in regulira podaljševanje z RNA 
polimerazo II (95).  
KDM5D 3,8 
Lizin specifična demetilaza 5D, ki naj bi bila 
pomembna za normalno spermatogenezo (96) 
BOLA3 3,6 
BolA podoben protein 3, ki sodeluje pri izgradnji 
faktorjev za mitohondrijske železo-žveplo 
vsebujoče proteine (97) 
OPN1LW 3,5 
Opsin 1 občutljiv na dolge valovne dolžine, ki 
sestavlja pigment (angl.  red cone pigment) 
pomemben za normalnen vid (98). 
PIN1 3,5 
Peptidil-prolil cis-trans izomeraza, ki katalizira 
cis/trans izomerizacijo peptidil-prolil peptidnih vezi 
(99). 
NEUROD1 3,5 
Diferenciacijski neurogeni faktor 1, ki deluje kot 
transkripcijski aktivator z vezavo na promotor pri 
npr. izražanju gena, ki zapisuje inzulin (100).   
HBG2 3,4 Gama veriga hemoglobina (101). 
KLHL7;KLHL7-DT 3,2 
“Kelch-like protein 7” sodeluje pri razgradnji 
proteinov s proteasomi (102).  
 
Z obogatitvijo sprememb glede na normalizirano število sprememb smo določili visoko 
stopnjo genetskih sprememb predvsem v genih, ki niso povezani z izgubo sluha. Le v enem 
genu, ki je vključen v rutinski panel genov povezanih z izgubo sluha v laboratoriju 
Pediatrične klinike, je bila prisotna visoka stopnja genetskih sprememb, in sicer v genu 
MSRB3 (Preglednica XVI). Spremembe v omenjenem genu so znano povezane z avtosomno 
recesivno obliko izgube sluha (78). Gen MSRB3 namreč zapisuje protein metionin R-
sulfoksid reduktazo B3, ki popravlja oksidativno poškodovane proteine, ščiti proteine pred 
oksidativnim stresom in regulira njihovo funkcijo. Raziskave na miših so pokazale, da izbitje 
gena povzroči propad stereocilijev in posledično izgubo sluha (78,103). Geni, ki so po 
pregledu literature potencialno povezani z izgubo sluha so še GSTT1, TBL1Y, ACSL4, 
ACVR2B in NEUROD1. Raziskave na kitajski populaciji so dlje časa povezovale spremembe 
v genu GSTT1 z izgubo sluha povzročenega zaradi prekomerne izpostavljenosti hrupu. 
Vendar pa je meta analiza iz leta 2014 slednje ovrgla (104,105). Zaradi tega lahko sklepamo, 
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da genetske spremembe v genu GSTT1 tudi v našem primeru najverjetneje niso povezane z 
izgubo sluha. Gen TBL1Y je raziskava iz leta 2019 opredelila kot potencialno vzročnega za 
sindromsko izgubo sluha in se deduje Y-vezano, kar pomeni, da prizadene samo moške. 
Moški posamezniki z drugačnosmiselno genetsko spremembo NM_033284.2:c.206A>T, 
NP_150600.1:p.Asp69Val (rs199659121) v genu TBL1Y so bili gluhi, imeli so povišano 
razmerje prostega/celokupnega prostatično specifičnega antigena (PSA) in benigno 
hiperplazijo prostate (87). Gen se specifično izraža v prostati in polžu ter je visoko 
homologen z genom TBL1X, ki naj bi tudi bil vzrok izgube sluha, in sicer X-vezane 
senzorinevralne izgube sluha (87,106). Funkcionalna študija potrjuje vzročnost gena TBL1Y 
za izgubo sluha, slabost omenjene raziskave pa je, da je bil okvarjen gen odkrit samo pri eni 
italijanski družini in ne pri večjem številu posameznikov z izgubo sluha in prisotnimi 
težavami prostate (87). Težave s prostato so zelo pogoste pri moških po 40. letu, zato morda 
tudi ni očitna povezava med izgubo sluha in težavami prostate, ker te prav tako prizadenejo 
moške brez izgube sluha (107). Genetske spremembe oz. delecija gena ACSL4 naj bi bila 
vzrok X-vezane duševne prizadetosti, v okviru katere so opisani tudi primeri s prisotno 
senzorinevralno izgubo sluha (108). Raziskava iz leta 2017 je gen ACSL4 prepoznala kot 
potencialno vzročnega za X-vezano izgubo sluha v visokih frekvencah (109), prav tako 
raziskava iz leta 2019 na mišjih modelih opisuje gen ACSL4 kot potencialno vzročnega za 
izgubo sluha v visokih frekvencah (110). Visoka stopnja genetskih sprememb je bila prisotna 
tudi v genu NEUROD1. O njegovi vpletenosti v izgubo sluha v literaturi ni podatkov, vendar 
pa pomembno vpliva na razvoj notranjega ušesa (111). Protein, ki ga zapisuje NEUROD1, 
je namreč ključnega pomena za diferenciacijo živčnih celic v ušesu, zavira diferenciacijo 
dlačnic v senzornem gangliju in uravnava izražanje genov, potrebnih za dozorevanje 
zunanjih dlačnic (111). Na podlagi omenjenih funkcij proteina lahko sklepamo, da njegova 
okvara pomembno vpliva tudi na razvoj sluha. Inaktivacija tega gena je pri miših npr. 
povzročila skrajšan in neorganiziran Cortijev organ (111). Poleg prej naštetih genov, ki naj 
bi bili povezani z izgubo sluha, je bila visoka stopnja genetskih sprememb prisotna tudi v 
genih, ki se dokazano izražajo v notranjem ušesu, in sicer CDKNB2, DLG3, IFITM3 in 
ZMYND11. Za nobenega izmed naštetih genov do sedaj sicer niso bile opisane genetske 
spremembe, ki bi povzročile izgubo sluha (112–115).  
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4.3.2.1 PREGLED GENETSKIH SPREMEMB V GENIH TBL1Y, ACSL4, 
ACVR2B in NEUROD1 
 
Pri pregledu genetskih sprememb v genih TBL1Y, ACSL4, ACVR2B in NEUROD1 ter 
filtriranju rezultatov (genetske spremembe, ki so v splošni populaciji prisotne v manj kot 1 
%, vsaj 20-kratna pokritost) sta izbranim pogojem ustrezali dve genetski spremembi 
(Preglednica XVII). 
 
Preglednica XVII: Genetske spremembe v genu TBL1Y in ACSL4, ki ustrezajo pogojem 
filtriranja. 
mesto 
polimorfizma 
genotip gen sprememba vrsta 
spremembe 
dbSNP 
številka  
chrY:6954357 hemizigot TBL1Y NM_134258:c.1179C>T 
p.Cys393= 
enakosmiselna rs370410726 
chrX:108926568 hemizigot ACSL4 NM_001318509:c.148C>A,  
p.Pro50Thr 
(NM_001318510:c.25C>A,  
p.Pro9Thr) 
sprememba s 
spremenjenim 
pomenom 
/ 
 
Sprememba v genu TBL1Y je v zbirki dbSNP vodena pod številko rs370410726, v spletni 
zbirki ClinVar pa njena patološkost še ni opredeljena (116). Kljub temu je zelo verjetno, da 
ta sprememba ni patološka, saj je enakosmiselna, kar pomeni da ne povzroči spremembe v 
aminokislinskem zaporedju proteina in najverjetneje ne vpliva na izrezovanje intronov. 
Druga sprememba je NM_001318508:c.148C>A (p.Pro50Thr), ki je bila prisotna v 
hemizigotni obliki in se nahaja v genu ACSL4 ter ni bila prisotna pri nobenem posamezniku 
v kontrolni skupini. Sprememba še ni bila vpisana v zbirko podatkov gnomAD in HGMD, 
prav tako ni zavedena v podatkovni zbirki dbSNP. Sprememba nukleotidnega zaporedja 
povzroči zamenjavo citozina v adenin (Slika 11). To povzroči spremembo aminokisline 
prolina v treonin, zato je to sprememba s spremenjenim pomenom. Treonin ima polarno 
nenabito stransko verigo, zaradi česar je bolj hidrofilen kot prolin, kar bi lahko vplivalo na 
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strukturo proteina. To 
potrjujejo tudi in silico 
bioinformatična orodja 
SIFT (Score 0,016), 
Polyphen 2 HDIV (Score 
0,63) in Mutation Taster 
(Score 1,0), ki genetsko 
spremembo opredeljujejo 
kot spremembo, ki povzroči 
okvaro (angl. “Damaging”), 
ki najverjetneje povzroči 
okvaro (angl. “Possibly 
Damaging”) oz. je vzrok bolezni (angl. Disease Causing), medtem ko CADD te spremembe 
ni opredelil kot verjetno patološke (Score 14,29). Eksperimentalni podatki študije o pomenu 
genetskih sprememb v genu ACSL4 pri miših potrjujejo, da se gen izraža v zunanjih in 
notranjih dlačnicah, spiralnem gangliju in striji vaskularis (90). Genetske spremembe v 
omenjem genu naj ne bi vplivale na razvoj notranjega ušesa, prav tako so bile miši ob rojstvu 
normalno slišeče. Vendar pa so tri tedne po rojstvu opazili izgubo sluha v visokih 
frekvencah, četrti teden po rojstvu pa so zaznali izgubo sluha v celotnem spektru frekvenc. 
Prav tako so s pomočjo elektronskega in konfokalnega mikroskopa zaznali degeneracijo 
dlačnic po 3 tednih od rojstva miši. Gen ACSL4 naj bi bil tako eden izmed ključnih za 
normalen sluh (90). Kot je bilo že omenjeno, naj bi bil gen ACSL4 povezan z duševno 
prizadetostjo, v okviru katere je bila prisotna tudi izguba sluha. V vseh opisanih primerih 
duševne prizadetosti so bile genetske spremembe v genu ACSL4 prisotne v desetem eksonu 
in njegovi bližini oz. je bila prisotna delecija celotnega gena (108,117,118). V našem 
primeru je genetska sprememba prisotna v 3 eksonu, ki se glede na podatke spletne strani 
GTExPortal v možganih izraža zelo šibko (Slika 12) (119). Zaradi tega lahko sklepamo, da 
morda genetske spremembe v začetnih eksonih ne vplivajo pomembno na duševni razvoj 
posameznika, lahko pa bi vplivale na razvoj sluha. Kljub vsem podatkom ne moremo 
zaključiti, da je omenjena sprememba res vzrok izgube sluha pri našem preiskovancu. Za 
potrditev vzročnosti omenjene spremembe bi bile zato potrebne nadaljnje preiskave, kot so 
družinska segregacija pri starših bolnika in drugih obolelih članih družine ter funkcijske 
raziskave. Poleg tega pa so pri tej osebi prisotne tudi spremembe, ki sicer v literaturi še niso 
Slika 11: Prikaz genetske spremebe v genu ACSL4 v 
programu IGV. 
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bile opisane kot vzročne za izgubo sluha, vendar se nahajajo v genu POU3F4, ki je dokazano 
povezan z X-vezano izgubo sluha (6). 
Slika 12: Izražanje eksonov gena ACSL4 v možganih in drugih tkivih, razen ušes (87). 
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4.3.3 INTERPRETACIJA SPREMEMB GLEDE NA ZBIRKO PODATKOV 
DEAFNESS VARIATION DATABASE 
 
Glede na podatke v zbirki DVD je bilo v skupini preiskovancev z izgubo sluha in 
kontrolni skupini prisotnih 44 sprememb, ki so opisane kot verjetno patološke ali patološke. 
14 od 44 opredeljenih sprememb je povezanih z razvojem izgube sluha (Preglednica XVIII), 
medtem ko ostale spremembe povzročijo druge bolezni. Genetske spremembe v vseh genih, 
razen v genu TECTA, so povezane z avtosomno recesivno obliko izgube sluha. Nobena 
izmed sprememb ni bila prisotna v homozigotni obliki niti v skupini bolnikov z izgubo sluha 
niti v kontrolni skupini. 
 
Preglednica XVIII: Spremembe, ki so v zbirki DVD opisane kot verjetno patološke oz. 
patološke za izgubo sluha. 
Gen sprememba 
Frekv. 
heteroz. 
bolniki 
Frekv. 
homoz. 
bolniki 
Frekv. 
heteroz.  
kontrole 
Frekv. 
homoz. 
kontrole patogenost bolezen 
USH2A 
USH2A:NM_206933:exon55
:c.10852G>A:p.Gly3618Ser 0,0125 0 0,00598802 0 patološka izguba sluha 
GJB2 
GJB2:NM_004004:exon2:c.
71G>A:p.Trp24X 0,0125 0 0 0 patološka 
avtosomno recesivna 
izguba sluha 
EDN3 
EDN3:NM_001302455:exon
4:c.554C>T:p.T185M,EDN3
:NM_207032:exon4:c.554C
>T:p.Thr185Met,EDN3:NM
_207034:exon4:c.554C>T:p.
Thr185Met 0 0 0,01197605 0 patološka izguba sluha 
MARVEL
D2 
MARVELD2:NM_00103860
3:exon2:c.950G>A:p.R317Q
,MARVELD2:NM_0012447
34:exon2:c.950G>A:p.R317
Q 0 0 0,00598802 0 
verjetno 
patološka izguba sluha 
GJB2 
GJB2:NM_004004:exon2:c.
269T>C:p.Leu90Pro 0 0 0,00598802 0 patološka 
avtosomno recesivna 
izguba sluha 
MYO15A 
MYO15A:NM_016239:exon
2:c.1454T>C:p.Val485Ala 0 0 0,00598802 0 patološka 
nesindromska 
avtosomno recesivna 
izguba sluha 
STRC 
STRC:NM_153700:exon26:c
.4918C>T:p.Leu1640Phe 0,0125 0 0,00598802 0 patološka 
avtosomno recesivna 
izguba sluha 
GJB2 
GJB2:NM_004004:exon2:c.
109G>A:p.Val37Ile 0 0 0,00598802 0 patološka 
avtosomno recesivna 
izguba sluha 
TMIE 
TMIE:NM_147196:exon1:c.
92A>G:p.Glu31Gly 0 0 0,00598802 0 patološka Izguba sluha 
CDH23 
CDH23:NM_022124:exon46
:c.6680A>C:pGln2227Pro 0,0125 0 0 0 
verjetno 
patološka 
nesindromska izguba 
sluha 
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PDZD7 
PDZD7:NM_001195263:exo
n5:c.682G>A:p.Gly228Arg,
PDZD7:NM_001351044:exo
n5:c.682G>A:p.Gly228Arg,
PDZD7:NM_024895:exon5:
c.682G>A:p.Gly228Arg 0 0 0,00598802 0 patološka 
nesindromska 
avtosomno recesivna 
izguba sluha 
TECTA 
TECTA:NM_005422:exon18
:c.5597C>T:p.Thr1866Met 0,0125 0 0 0 patološka 
avtosomna dominatna 
izguba sluha 
GJB2 
GJB2:NM_004004:exon2:c.
584T>C:p.Met195Thr 0,0125 0 0 0 
verjetno 
patološka 
senzorinevralna izguba 
sluha 
TMPRSS3 
TMPRSS3:NM_001256317:e
xon2:c.46C>T:p.Arg16X,T
MPRSS3:NM_024022:exon
2:c.46C>T:p.Arg16X,TMPR
SS3:NM_032405:exon2:c.46
C>T:p.Arg16X 0,0125 0 0 0 
verjetno 
patološka 
nesindromska 
avtosomno recesivna 
izguba sluha 
 
Večina po DVD zbirki opredeljenih patoloških genetskih sprememb se v naši skupini 
preiskovancev z izgubo sluha in kontrolni skupini pojavlja v heterozigotni obliki. Glede na 
to, da se v večini genov s patološkimi spremembami izguba sluha deduje avtosomno 
recesivno, v našem primeru te niso vzrok izgube sluhe. Potencialno bi sicer lahko bile vzrok 
v primeru sestavljenih heterozigotov, vendar tega z uporabljeno metodo analize varioma 
nismo mogli preveriti. Vse spremembe, ki smo jih določili s podrobnejšo analizo 111 genov 
(panel genov povezanih z izgubo sluha genetskega laboratorija Kliničnega inštituta za 
specialno laboratorijsko diagnostiko) v zbirki DVD niso bile zavedene kot patološke. To 
nakazuje na težavnost diagnostike izgube sluha, ki je genetsko izredno raznolika bolezen. 
Pogosto je zato potrebna uporaba različnih in silico predikcijskih modelov pri ocenjevanju 
patološkosti genetske spremembe, na podlagi katerih pa težko vedno zanesljivo ocenimo 
vzročnost le te. Pri bolnikih z izgubo sluha je bilo prisotnih 7 genetskih sprememb v 
heterozigotni obliki, ki so glede na DVD zbirko dokazano patološke oz. najverjetneje 
patološke. Število določenih znanih patoloških sprememb je majhno, zato lahko 
predpostavljamo, da se vzročne spremembe lahko pojavljajo tudi v genih, ki so redkeje vzrok 
izgube sluha oz. te še niso bile opredeljene kot patološke. To potrjujejo tudi rezultati 
preteklih raziskav na slovenski populaciji, kjer so odkrili genetske spremembe v genu 
TMPRSS3 (47) in ILDR1 (48), ki sta sicer v evropski populaciji redek vzrok izgube sluha. 
Poleg tega smo v našem primeru sekvencirali samo kodirajoče regije genov, nismo pa 
določali sprememb v intronskih regijah, ki bi lahko potencialno vplivale na izražanje 
fenotipa. Zato bi bila morda smiselna razširitev panela genov, sekvenciranje celotnega 
eksoma ali določanje sprememb v intronskih regijah, ki potencialno vplivajo na izgubo 
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sluha. Analizo bi bilo smiselno usmeriti tudi v določanje CNV, saj naj bi bile te pomemben 
vzrok izgube sluha (120). Na slovenski in bosanski populaciji so s sekvenciranjem 
kliničnega eksoma uspešno opredelili genetski vzrok izgube sluha pri 47 % preiskovancev s 
sindromsko izgubo sluha in 21 % z nesindromsko izgubo sluha, pri katerih genetske 
spremembe v GJB2 niso bile vzrok. Polovica vseh genetskih sprememb je bilo novih in do 
sedaj še ne opisanih, kar se sklada z našimi rezultati, kjer nobena izmed vzročnih sprememb 
ni bila opisana v zbirki DVD (49). V kontrolni skupini je prisotnih 10 vzročnih genetskih 
sprememb za izgubo sluha v heterozigotni obliki, kar pomeni da so ljudje s temi 
spremembami najverjetneje prenašalci. Natančnega deleža prenašalcev ne moremo oceniti, 
saj se lahko pri enem posamezniku nahaja več sprememb in ne samo ena. Prav tako se 
pojavlja vprašanje o etični primernosti ocenjevanja in določanja prenašalcev, sploh v 
primeru bolezni, ki niso tako resne (121).  
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5 SKLEP 
 
Na podlagi naše raziskave lahko zaključimo: 
- Pri 103 preiskovancih z izgubo sluha smo opravili analizo rezultatov 
sekvenciranja po Sangerju, pri katerem so določili nukleotidno zaporedje v 
kodirajočih regijah genov GJB2 in GJB6. Pri 23 preiskovancih smo opredelili 
genetski vzrok izgube sluha, saj so bile pri njih prisotne bolezenske genetske 
spremembe gena GJB2 v homozigotni ali sestavljeni heterozigotni obliki. S tem 
smo ponovno dokazali, da so v slovenski populaciji spremembe v genu GJB2 
najpogostejši vzrok, spremembe v genu GJB6 pa izredno redek vzrok izgube 
sluha. 
- Pri 80 preiskovancih smo analizirali nukleotidno zaporedje, pridobljeno s 
sekvenciranjem naslednje generacije. Z analizo genov, ki so vključeni v panel 
izgube sluha, smo pri 4 preiskovancih opredelili genetski vzrok izgube sluha. 
Spremembe smo sicer identificirali v 19 različnih genih, pri dveh preiskovancih 
z izgubo sluha smo identificirali heterozigotno spremembo v genu ILDR1, pri 
enem preiskovancu pa spremembo v genu TMPRSS3. Štveilo sprememb v genu 
TMPRSS3 je bilo nizko, čeprav smo na podlagi predhodnih raziskav 
predvidevali, da bodo v slovenski populaciji pogostejši vzrok izgube sluha. 
- 80 preiskovancev, ki jim je bilo določeno zaporedje s pomočjo sekvenciranja 
naslednje generacije, smo vključili v analizo varioma. V analizo varioma smo 
vključili tudi kontrolno skupino, ki je zajemala 167 oseb, ki jim je bilo prav tako 
določeno nukleotidno s pomočjo sekvenciranja naslednje generacije. 
- S primerjavo razlik v frekvencah pojavljanja sprememb v genih med skupino z 
izgubo sluha in kontrolno skupino smo določili seznam 24 kandidatnih genov, ki 
bi lahko bili povezani z izgubo sluha, saj imajo veliko razliko v frekvencah 
genetskih sprememb med skupino z izgubo sluha in kontrolno skupino. 
- Glede na število različnih sprememb v določenem genu smo izračunali stopnjo 
genetskih sprememb. Tako smo določili kandidatne gene, kjer je število 
sprememb v skupini z izgubo sluha več kot 3-krat večje kot v kontrolni skupini, 
vendar pa jih je le manjši delež povezan z razvojem sluha. 
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- V novem kandidatnem genu ACSL4, ki bi lahko bil povezan z izgubo sluha, smo 
pri enem preiskovancu določili spremembo, ki bi lahko bila vzročna, vendar pa 
bi bile potrebne nadaljnje analize za dokončno potrditev. 
- Na osnovi podatkov iz zbirke DVD smo ocenili prisotnost sprememb, ki so 
dokazano vzročno povezane z izgubo sluha v skupini z izgubo sluha in v 
kontrolni skupini.  
 
Tako smo potrdili zastavljene hipoteze: 
- Pokazali smo, da določanje vzrokov izgube sluha s pomočja sekvenciranja 
naslednje generacije omogoča učinkovito opredelitev genetskih vzrokov 
izgube sluha. Uspešnost naše raziskave je bila podobna kot drugod po svetu, pri 
tem da nekateri centri vseeno dosegajo boljši izplen. 
- Z analizo varioma smo določili potencialno nove kandidatne gene, ki bi 
lahko bili povezani z izgubo sluha. Pri tem smo v kandidatnem genu ACSL4 pri 
enem preiskovancu določili spremembo, ki bi potencialno lahko bila vzrok 
izgube sluha. 
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7 PRILOGE 
 
 
Priloga 1: Panel genov povezanih z nesindomskimi in sindromskimi oblikami gluhosti. 
 
ACTG1 COL11A1 DFNB31 EYA4 HGF LHFPL5 
ATP6V1B1 COL11A2 DFNB59 FOXI1 HOMER2 LOXHD1 
BSND COL2A1 DIAPH1 GIPC3 HSD17B4 LRTOMT 
CCDC50 COL4A3 DIAPH3 GJB2 ILDR1 MARVELD2 
CDH23 COL4A4 DIAPH31 GJB3 KARS MIR96 
CEACAM16 COL4A5 DSPP GJB6 KCNE1 MITF 
CHD7 COL4A6 EDN3 GPR98 KCNJ10 MSRB3 
CIB2 COL9A1 EDNRB GPSM2 KCNQ1 MYH14 
CLDN14 COL9A2 ESPN GRHL2 KCNQ4 MYH9 
CLRN1 CRYM ESRRB GRXCR1 KITLG MYO15A 
COCH DFNA5 EYA1 HARS2 LARS2 MYO1A 
MYO3A POLR1D SLC17A8 TJP2 OTOF RDX 
MYO6 POU3F4 SLC26A4 TMC1 SOX10 TPRN 
MYO7A POU4F3 SLC26A5 TMIE PAX3 SEMA3E 
NDP PRPS1 SMPX TMPRSS3 STRC TRIOBP 
OTOA PTPRQ SNAI2 TNC PDZD7 SIX1 
PCDH15 SERPINB6 TBC1D24 USH1C TCOF1 USH1G 
PJVK SIX5 TECTA USH2A POLR1C SLC12A1 
TIMM8A WFS1     
 
